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Resistenz der Meeresalgen gegen sichtbares Licht 
und gegen kurzwellige UV-Strahlen 


Von 
Richard Biebl 


(Aus dem Marine Biological Laboratory in Plymouth und dem Pflanzenphysio- 
logischen Institut der Universitat Wien) 


Mit 8 Textabbildungen 


(Eingelangt am 8. April 1952) 


Einleitung 


Auf die plasmatische Verschiedenheit von Meeresalgen wurde ungefahr 
gleichzeitig von Montfort (1929, 1930, 1931, 1933) und von Héfler (1930, 
1931, 1932a) mit Nachdruck hingewiesen. Montfort -untersuchte Assimi- 
lations- und Atmungsleistungen unter verschiedenen Aufenbedingungen, 
H6fler verfolgte mit zellphysiologischen Methoden im Sinne einer ver- 
gleichenden Protoplasmatik (1932 b) das unterschiedliche Verhalten der ein- 
zelnen Algengruppen im Hinblick auf Hypotonietod und osmotische Resi- 
stenz. 

Solche zeliphysiologische Fragestellungen wurden in der Folgezeit durch 
eine Anzahl eigener Untersuchungen iiber die Plasmaresistenz der Meeres- 
algen verschieden tiefer Standorte gegen verdiinntes und konzentrier- 
tes Seewasser, gegen Austrocknung und gegen verschiedene Temperaturen 
fortgesetzt (Bieb] 1937 a, 1938 a, 1939a, 1939b), wobei sich drei in ihren 
Resistenzen dhnliche dkologische Gruppen aufstellen lief&en, namlich 
i. Algen der Gezeitenzone, die bei Ebbe gelegentlich vollkommen frei liegen, 
2. Algen der Ebbelinie und der Gezeitentiimpel und 3. standig submerse 
Tiefenalgen. 

Diese protoplasmatisch-ékologischen Versuche bedienten sich des Lebens- 
zustandes der Zellen als Anzeiger fiir ihre Resistenz. Das Absterben der 
Protoplasten zeigt das Uberschreiten der Resistenzgrenze an und erlaubt es, 
einen Resistenzbereich scharf abzugrenzen. 

Wie die Zellen im einzelnen die Resistenzgrenze zu erreichen imstande 
sind, kann verschieden sein und laft der Mannigfaltigkeit der zytomorpho- 
logischen Gestalt und des plasmatischen Verhaltens einen weiten Spielraum. 
Dazu nur ein Beispiel: Gezeitenalgen, die wahrend 24 Stunden einen Auf- 
enthalt in 2,3- bis iiber 3fach konzentriertem Seewasser schadlos ertragen, 
k6nnen einer sie bei Ebbe am natiirlichen Standort gefahrdenden Plasmolyse 
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entweder dadurch begegnen, daft sie kleine, plasma- und inhaltsreiche 
Zellen mit einer im eingedampften Seewasser stark aufquellenden Membran 
besitzen, wodurch es iiberhaupt zu keiner Plasmolyse kommt. Sie kénnen 
aber auch einen so hohen osmotischen Wert entwickeln, daf sie unter nor- 
malen dkologischen Bedingungen nicht Gefahr laufen zu plasmolysieren. Sie 
kénnen weiters einen hohen osmotischen Wert und gleichzeitig Plasmolyse- 
resistenz besitzen oder schlieflich bei Beibehaltung des osmotischen Wertes 
der Tiefenalgen, der etwa 1,5 Seewasser (normales Seewasser und auf das 
halbe Volumen eingedampftes, doppelt konzentriertes Seewasser 1:1) ent- 
spricht, eine so hohe Plasmolyseresistenz zeigen, da sie bei Ebbe in kleinen 
zuriickbleibenden und eindampfenden Seewasserpfiitzen ohne Schaden zu 
nehmen voriibergehend plasmolysieren kénnen (Bieb] 1939b). 

Daft schon vor Erreichen der Todesgrenze Stérungen im Zellgeschehen 
eintreten, ist haufig auch mit zellphysiologischen Methoden an Veranderun- 
gen von Lage, Form und Farbe der Plastiden, an Anderungen der Plasma- 
viskositat, der Permeabilitat oder des Verhaltens bei Vitalfarbung zu be- 
obachten. Die Untersuchung dieser Beanspruchungen innerhalb der letalen 
Grenzen ist aber eine Frage, zu deren Beantwortung sich, wie auch Mont- 
fort und Hahn (1950) jiingst wieder hervorhoben, andere Methoden, wie 
etwa Priifung des Ablaufes gewisser physiologischer Vorginge, z. B. Atmung 
und Assimilation, besser eignen. 

Die in Anpassung an die Erfordernisse des Standortes bei allen Be- 
siedlern eines Lebensraumes etwa gegen Austrocknung, Versalzung oder 
AussiiBung, gegen Kalte oder Hitze auftretenden Resistenzen haben wir 
-Okologische Resistenzen“ genannt (Bieb] 1949). Sie sind fiir die 
einzelnen Arten im wesentlichen wohl auch erbmiafig, also konstitutionell, 
festgelegt, kénnen in Abhiangigkeit von den Aufenbedingungen aber ge- 
wisse Schwankungen (Abhartung, Verweichlichung) erfahren. 

Dem stehen die nicht umweltbezogenen konstitutionellen 
Resistenzen” gegeniiber, die zum Ausdruck kommen in der Widerstands- 
fahigkeit des Protoplasmas gegen Stoffe oder Einfliisse, die in der Natur nie 
in solcher Starke vorkommen, daff eine besondere Resistenz gegen sie fiir 
das Leben der Pflanze von Bedeutung werden kénnte. Sie sind somit, von 
den auferen Einfliissen unabhangig, besonders geeignet, der Kennzeichnung 
verschiedener Plasmasorten zu dienen (Bieb] 1947, 1949). Hieher gehéren 
die Widerstandsfahigkeiten gegen Sauren, Laugen, bestimmte chemische 
Substanzen, Korpuskularstrahlen, Réntgenstrahlen oder andere kurzwellige 
Sirahlen. Treten im Lauf der Entwicklung einer Pflanze Schwankungen 
dieser nichtumweltbezogenen Resistenzen auf, so sind sie ahnlich den 
Permeabilitatsinderungen des Protoplasmas (Héfler 1937, Hofmeister 
1938) als mittelbare Anzeiger fiir eine Anderung des Plasmazustandes zu 
werten. 

Vorliegende Untersuchung hatte die Bestimmung der Resistenzgrenzen 
von Meeresalgen verschieden tiefer Standorte gegen sichtbares Licht und vor 
allem gegen kurzwellige UV-Sirahlen (<(310my) zum Ziel. Daf Tiefen- 
algen lichtempfindlicher sind als Algen oberflachennaher Standorte, ist be- 
kannt und besonders durch die Untersuchungen von Montfort (1933, 1934) 
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erwiesen. Wir haben danach — unabhingig von der Farbung der Algen — 
lichtphysiologische Starklicht- und Schwachlichtalgen zu unterscheiden, von 
denen die ersten im vollen Oberflachenlicht eine wesentliche Steigerung, die 
zweiten jedoch nur eine geringfiigige Anderung, wenn nicht sogar eine De- 
pression ihres Stoffgewinnes erfahren. Seybold (1934) hat daher auch fiir 
die Analyse der Lichtenergiebilanz von Wasserpflanzen und Meeresalgen 
die Trennung in eine physikalische (chromatische Lichtabsorption) und eine 
physiologische Komponente vorgeschlagen. 

In jiingster Zeit haben Gessner und Dieh| (1951) die Wirkung natiir- 
licher ultravioletter Strahlung des Sonnenlichtes auf die Chlorophyllzersté- 
rung bei Planktonalgen untersucht und die Tiefenformen gleichfalls wesent- 
lich empfindlicher gefunden als die Algen ganz flacher Gewiasser. Daf bei 
phanerogamen Wasserpflanzen sowohl bei direkter Sonnenbestrahlung, wie 
besonders bei Bestrahlung mit dem UV-reichen Licht einer Ulira-Vitalux- 
Lampe oder einer Hanauer Héhensonne, photooxydative Zerstérungen des 
Chlorophylis eintreten, wurde schon 1941 von Montfort gezeigt. Be- 
merkenswert ist dabei, dafi allerdings die Inaktivierung der Chloroplasten 
und die Unterschreitung des Kompensationspunktes bei empfindlichen 
Pflanzen auch schon bei noch voélliger Erhaltung des urspriinglichen Chloro- 
phyllgehaltes eintreten kann. 

Es war nach diesen Befunden zu erwarten, daf auch die Meeresalgen 
tief gelegener Standorte durch direkte Sonnenbestrahlung starker geschiadigt 
werden bzw. nach kiirzerer Belichtungsdauer absterben als die Algen der 
Gezeitenzone. Einige orientierende Versuche, iiber die im folgenden auch 
berichtet werden wird, haben dies bestatigt. Es handelt sich hier um typische 
,Okologische Resistenzen“, die fiir die Angehdrigen eines Biotops weitgehend 
ahnlich sind. 

Keineswegs vorauszusagen war aber, wie sich die Plasmaresistenzen der 
Vertreter der verschiedenen dkologischen Gruppen gegen eine Behandlung 
mit kurzwelligen UV-Strahlen (<< 310 my), wie sie am natiirlichen Standort- 
licht nicht mehr vorkommen, verhalten. Schlie&t sich die Empfindlichkeit 
gegen diese Strahlen der Empfindlichkeit gegen das sichtbare Licht an, laBt 
sich also auch hier eine den Standorten entsprechende Gruppierung der 
Resistenzen beobachten oder ist die Empfindlichkeit der einzelnen Algen 
unabhangig vom Standort und charakteristisch fiir die einzelnen Arten im 
Sinne von ,,nichtumweltbezogenen konstitutionellen Resistenzen“? 


Material und Methodik 


Die Untersuchungen wurden im Sommer 1951 am Marine Biological 
Laboratory in Plymouth! ausgefiihrt. Die Siidkiiste Englands ist klippen- 
reich und bildet, ahnlich wie Helgoland, stellenweise ein bei Ebbe weit ins 
Meer hinaus frei liegendes Felsenwatt aus. Die meisten Versuchsalgen der 


1 Auch an dieser Stelle méchte ich dem Direktor des Marine Biological Labora- 
tory Mr.F. S. Russel, F.R.S. und dem Vorstand der physiologischen Abteilung 
Dr. W. R. G. Atkins, F.R.S. fiir die itiberaus freundliche Aufnahme und ihr stin- 
diges Entgegenkommen den herzlichsten Dank aussprechen. 
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oberflachennahen Standorte stammten von der mir schon von friiheren 
Untersuchungen (Bieb] 1937) her bekannten Kiiste von Wembury (Gstlich 
Plymouth). Die Klippen sind reich mit Algen bewachsen und zahlreiche 
Gezeitentiimpel (Tide-pools) in verschiedenen Héhenlagen bergen eine 
interessante Algenflora. Als Versuchsobjekte wurden solche Rot-, Braun- 
und Griinalgen gewahlt, die sich durch die Gréfe ihrer Zellen fiir mikro- 
skopische Untersuchungen gut eigneten. Derbe, kleinzellige und vielschich- 
tige Formen blieben daher ausgeschlossen. Die Tiefenalgen wurden an ver- 
schiedenen Punkten im Golf von Plymouth aus etwa 10—20m Tiefe ge- 
driatscht. 

Die Versuche iiber die Wirkung direkter Sonnenbestrahlung wurden am 
flachen Dach des Institutsgebaudes ausgefiihrt. Dazu wurden die Algen- 
proben in flachen Porzellanschalen einerseits direkt, andererseits durch ver- 
schiedene Schott-Filter abgedeckt dem Sonnenlicht ausgesetzt. 

Die Ultraviolettbestrahlung wurde unter einem nur an der Vorderseite 
offenen Dunkelkasten mit einer kiinstlichen Héhensonne mit geradem 
Quarzbrenner (Wechselstrom 210V, Starting load 5,5A, Total unit 
voltage 250) aus 25 cm Entfernung ausgefiihrt. Zur Vermeidung iibermafiger 
Ozonansammlung und zu hoher Temperatur wurde durch einen Gummi- 
schlauch von einer Prefluftleitung her standig Luft zwischen dem Quarz- 
brenner und den bestrahlten Objekten durchgeblasen. Die Temperatur 
bewegte sich freilich trotzdem in der Bestrahlungszeit zwischen 24 und 
rc. 

Die zu bestrahlenden Algen wurden auf einer Glasplatte auf eine mit 
Seewasser durchtrankte Filterpapierlage gelegt und als Konirolle zur 
Halfte mit einem WG 5-Filter von Schott und Gen. abgedeckt. Die Priifung 
der von dem Quarzbrenner ausgesandten Strahlung mit einem UV-Hand- 
spektrophotometer ergab das schwichste noch sichtbare Band bei 230 mu 
und bei Vorschaltung des WG5-Filters eine Ausléschung von 310 my auf- 
warts. Somit waren fiir die abgedeckten Kontrollhalften die ultravioletten 
Strahlen kiirzer als 310my abgeschirmt. Da die laingerwellige Strahlung 
bei den angewandten Bestrahlungszeiten (im allgemeinen 15 Sekunden bis 
8 Minuten) innerhalb von 24 Stunden keinen nachweisbaren Einflu& auf die 
abgeschirmten Kontrollhalften ausiibten, kann die Wirkung auf die voll- 
bestrahlten Algenteile dem Strahlenbereich von 230 bis 310 my zu- 
geschrieben werden. 


Die Wirkung des sichtbaren Lichtes 


Zur Frage der Wirkung des Sonnenlichtes auf die Plasmaresistenz 
wurden nur einige orientierende Versuche durchgefiihrt. Der im folgenden 
geschilderte Versuch wurde am 21. September 1951 in der Zeit von 11.30 Uhr 
bis 13.30 Uhr am Dach des Institutsgebaudes in Plymouth angestellt. In 
flachen, weifen, etwa 1,5cm tief mit Seewasser gefiillten Porzellanschalen 
wurden Thallusstiickchen von Algen der Gezeitenzone und der Tidepools 
(Porphyra laciniata, Cladophora utricularis, Plumaria elegans, Callitham- 
nium tetragonum, Griffithsia flosculosa, Phycodris rubens) und von Algen 
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der Tiefe (Dictyota dichotoma, Neomonospora pedicillata, Polyneura Hiliae 
und Antithamnium cruciatum) wihrend 2 Stunden direkter Sonnenbestrah- 
lung ausgesetzt. Von den Schalen blieb eine unbedeckt, eine zweite wurde 
mit einem WG 1-Filter der Firma Schott und Gen. (durchlassig fiir Strahlen 
> 375 mu) und eine dritte mit einem GG 3-Filter (> 430 mu) abgedeckt. 

Das Lichtregistriergerat des Instituts gab fiir diese Zeit bei einem 
Maximum der senkrecht einfallenden Strahlung von 61,1 Kilolux und einem 
Minimum von 19,9 Kilolux eine Gesamtlichtintensitaét von 107 Kilolux pro 
Stunde an. Die Wassertemperatur betrug bei Versuchsende + 17,8°C. 

Wie zu erwarten war, zeigten die Tiefenalgen eine héhere Empfindlich- 
keit. Sie wurden durch diese intensive Belichtung fast vollig abgetétet, 
wahrend die Gezeiten- und teilweise auch die Tidepoolalgen gar nicht oder 
nur wenig geschadigt wurden. Von den Algen der Gezeitentiimpel wurden 
nur Sphondylothamnium multifidum und Phycodris rubens, die an beson- 
ders schattigen Stellen leben, durch diese Bestrahlung vollstandig getétet. 
In der Wirkung des direkt einfallenden Lichtes und des durch Abfilterung 
bis auf 375 mu, bzw. auf 430 my beschnittenen Strahlenbereiches zeigte sich 
bei dieser zweistiindigen Belichtung kein wesentlicher Unterschied. Ledig- 
lich Sphodylothamnium multifidum erfuhr unter dem GG3-Filter eine 
merklich geringere Schadigung als unter WG1 und bei direkier Be- 
sirahlung. 

Auch eine Dauerbelichtung mit zwei 350-Watt-Gliihlampen aus 31cm 
Entfernung lie nach fiinftagiger Einwirkung eine deutliche Trennung der 
Oberflachen- und der Tiefenalgen nach ihrer Lichtempfindlichkeit erkennen. 
Die gepriiften Algen der obersten Kiistenzone Ulva lactuca, Cladophora 
utriculosa, Ceramium ciliatum, Callithamnium tetragonum, Plumaria ele- 
gans und Polysiphonia furcellata waren nach dieser langen Belichtungszeit 
— wenn auch teilweise stark ausgebleicht — noch lebend, wahrend die 
Algen der Tiefe oder der schattigen Tidepools, wie Acrosorium uncinatum, 
Dictyota dichotoma, Heterosiphonia plumosa, Bonnemaisonia asparagoides 
und Neomonospora pedicillata, vollstandig getétet waren. 

Die Plasmaresistenz der Algen verschiedener Standorte 
zeigen somit gegeniiber hohen Intensitaiten sichtbaren Lich- 
tes durchaus die typischen Ziige einer den Umwelterforder- 
nissen entsprechenden ,oékologischen Resistenz’. 

Das Todesbild der lichtgeschadigten Zellen ist vielfach recht charak- 
teristisch. Im allgemeinen verfarben sich die absterbenden Zellen der Rot- 
algen anfangs himbeerrot, bleichen aber dann, im Gegensatz zu anderen 
tédlichen Schaédigungen, rasch vollkommen aus. Wahrend z. B. die toten 
Zellen von Heterosiphonia plumosa nach Absterben in dest. Wasser, in stark 
hypertonischem Seewasser oder in Lésungen von Vanadium- oder Zink- 
sulfat (Biebl 1952b) stets eine verhaltnismafig stark gequollene Membran 
und einen rotvioletten Zellinhalt zeigen, besitzen die lichttoten Zellen kaum 
gequollene Membranen, sind jedoch in scharfem Konirast zu den braunlich 
roten, lebenden Zellen vollkommen ausgebleicht. Bei Callithamnium tetra- 
gonum oder bei Plumaria elegans finden wir ahnliches. Bei Plumaria treten 
die ersten lichttoten Zellen in den dufersten Verzweigungen des fein ge- 
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fiederten Thallus auf und sind vollkommen farblos mit schwach gequollenen 
Membranen (Abb. 1). Im Gegensatz dazu behalten die lichttoten Zellen von 
Grif fithsia flosculosa eine rétliche Farbung ihres Zellinhaltes, wahrend die 
Membranen sehr stark aufquellen. Ganz gewaltige Membranquellungen 
finden sich bei Sphondylothamnium multifidum, wo die nach innen aufquel- 
lenden Zellwande den blaf& grauvioletten Zellinhalt haufig zu einem engen 
Strang zusammendringen. _ 

Beziiglich des Ausbleichens der Farbstoffe bei bestimmten Algen war der 
Dauerbestrahlungsversuch mit elektrischem Licht von besonderem Interesse. 
Hier war zu beobachten, daft die Ausbleichung bei manchen Algen schon in 
der noch lebenden Zelle 
sehr weit fortschreiten 
kann. Nach viertagiger 
Belichtung hatten die 
Rotalgen Ceramium ci- 
liatum und Acrosorium 
uncinatum eine fast gelb- 
liche, Polysiphonia fur- 
celiata eine gelblich 
braune Fiarbung ange- 
nommen. Man war ge- 
neigt, sie bei makrosko- 
a v pischer Betrachtung als 

ale ve volistindig abgestorben 

P ‘ gu bezeichnen. Durch 

Abb. 1. Plumaria elegans. Lichttote, ausgebleichte Plasmolyse in zweifach 
Zellen in den dufersten Verzweigungen. 





konzentriertem Seewas- 
ser sowie durch Vitalfir- 
bung mit Neutralrot konnte aber in allen drei Fallen festgestellt werden, 
daB die Protoplaste zu dieser Zeit noch lebten. Durch Dunkelstellen konnie 
allerdings nach dieser langen Lichteinwirkung keine Erholung und neuer- 
liche Farbstoffbildung mehr erreicht werden, sondern die Algen starben in 
den darauffolgenden Tagen ab. Da es in unserem Versuch nur auf die Frage 
Lichtresistenz und Zugehérigkeit der Algen zu bestimmten dkologischen 
Gruppen ankam, wurde dieses reizvolle Problem der Lichteinwirkung auf 
Plastiden und Plastidenfarbstoffe, wie es fiir verschiedene Landpflanzen in 
neuerer Zeit besonders von Montfort (1950), Montfort und Zéllner 
(1942), Munding (1952) und fiir Planktonalgen von Gessner und Diehl 
(1951) aufgegriffen wurde, nicht weiter verfolgt. Jedenfalls zeigen aber die 
wenigen Beobachtungen, daf sich fiir solche Untersuchungen auch unter den 
Meeresalgen gut geeignete Versuchsobjekte finden wiirden. 


Die Wirkung kurzwelliger UV-Strahlen 


Wie schon in dem Abschnitt iiber Methodik mitgeteilt, wurden in diesen 
Versuchen die Algen mit dem vollen Licht einer Quecksilberdampflampe 
bestrahlt, wobei jedes Thallusstiidc zur Halfte durch ein Schott-WG 5-Filter 
abgedeckt wurde. Diese Hilften, auf die nur Strahlen langer als 310 my 
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auffielen und die durch die angewandten Bestrahlungszeiten nie geschadigt 
wurden, konnten daher als Kontrollen fiir die Wirksamkeit der im voll- 
bestrahlien Teil noch zusiatzlich auftreffenden Strahlung von 230 bis 310 mu 
dienen. 

Mit Ausnahme von Porphyra laciniata, die wegen ihres interessanten 
Verhaltens gesondert behandelt werden soll, wurde bei den bestrahlten 
Algen der Lebenszustand nach 24 Stunden als Mafistab fiir den Vergleich 
der Resistenz ihrer Zellen gewahlt. Etwaige Nachwirkungen der Bestrahlun- 
gen wurden bei ihnen nicht untersucht. 

Der Einzelbesprechung des Verhaltens der Versuchsalgen im kurzwel- 
ligen UV-Licht sei das Ergebnis dieser vergleichenden Untersuchung in einer 
tabellarischen Ubersicht (Tab. 1) vorangestellt. 


Tab. 1. Resistenz von Meeresalgen verschieden tiefer Standorte 
gegen kurzwelliges UV (230 bis 310 my). 


(l= alles lebend, —l= leicht geschidigt, + = teilweise tot, +-=alles tot. Bei 
Enteromorpha und Dictyota: Oberseite/Unterseite.) 
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In der Zusammenstellung, in die nur mehrfach iiberpriifie Falle auf- 
genommen wurden, sind die Algen nach ihren Standorten geordnet. Dadurch 
wird auf den ersten Blick offenbar, daft hier die Verhaltnisse anders liegen 
als bei den ,,ékologischen Resistenzen“ gegen sichtbares Licht. Wahrend dort 
die Gezeitenalgen und teilweise auch die Algen der Ebbelinie und der Tide- 
pools durch eine besonders hohe, die Tiefenalgen aber durch eine geringe 
Resistenz ausgezeichnet waren, finden wir hier unter den Vertretern aller 
drei dkologischhen Gruppen anniahernd gleiche Verschiedenheiten in der 
Resistenz gegen das kurzwellige UV. In jedem Lebensbereich gibt es emp- 
findlichere und resistentere Formen. 

Die in der Einleitung gestellte Frage beantwortet sich somit in dem Sinn, 
daf sich die Resistenz der Meeresalgen gegen kurzwellige 
UV-Strahlen (230—310my) nicht ihrem Resistenzverhalten 
gegen sichtbares Licht anschlieRt, sondern daft wir es hier 
mit artverschiedenen,nicht umweltbezogenen konstitutionel- 
len Resistenzen* zu tun haben. 

Die Absterbevorgange und Todesbilder nach Bestrahlung mit 
kurzwelligem UV sind, wie die Resistenzgrenzen selbst, fiir die einzelne 
Algenzelle oft recht charakteristisch. Sofern es nicht zu schweren Zer- 
stérungen, Verlagerungen und Enifarbungen des Zellinhaltes kommt, ist es 
manchmal nicht ganz leicht, den Lebenszustand der Zellen festzustellen. 
Plasmolyse, das gebrauchlichste Lebensreagens in der Zellphysiologie, laRt 
sich bei sehr vielen Meeresalgen nicht durchfiihren. Entweder haftet das 
Plasma zu fest an der Zellwand, wie bei vielen Rotalgen (Héfler 1930) 
oder es kommt in kleinen plasmareichen Zellen infolge Nachgehens der auf- 
quellenden Membran zu keinen Plasmaabhebungen (Walter 1923). In 
solchen Fallen konnte aber stets die Frage lebend oder tot durch Vital- 
farbung mit Neutralrot (6 Tropfen einer 1%igen Lésung yon Neutralrot in 
dest. Wasser auf 50cm* Seewasser, Einwirkungsdauer zirka 15 Minuten) 
einwandfrei entschieden werden. 

Im folgenden seien fiir die in Tab. 1 angefiihrten Versuchsalgen einige 
kurze Angaben iiber ihr besonderes zellphysiologisches Verhalten nach der 
Bestrahlung mitgeteilt. Einzelheiten iiber systematische Stellung, Bau und 
Vorkommen der untersuchten Algen finden sich bei Oltmanns (1923) und 
in dem neuen zusammenfassenden Werk von Fritsch (1945). 

Ceramium ciliatum (Ellis) Ducluz: Diese Rotalge ist eine der 
wenigen die zumindest in den langen, unberindeten Internodialzellen gut 
zu plasmolysieren vermag (Héfler 1931, Bieb] 1937). Weniger deutlich ist 
die Plasmolyse in den kleinen Rindenzellen der Nodien und in den dornen- 
ahnlich abstehenden Zellen am oberen Ende der Nodien. Vitalfarbung mit 
Neutralrot gibt eine rotviolette Zellsaftfarbung, doch zeigten manchmal auch 
die durch Bestrahlung getéteten Zellen eine leichte Rotfarbung. Ein sicheres 
Lebensreagens ergab jedoch die Kombination von Vitalfarbung mit nach- 
folgender Plasmolyse in dreifach konzentriertem Seewasser. Hier traten 
bei den lebenden Zellen und vor allem auch in den kleinen Rindenzellen 
und den ,,Dornen“ kleine dunkelrote Entmischungstrépfchen auf, die eine 
sichere Aussage iiber den Lebenszustand auch der kleinsten Zellen ermég- 
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lichen. Die grofen Internodialzellen zeigen zudem schéne, seitlich konkave 
Plasmolysen. 


Cladophora utriculosa Kiitz.: Der Tod der Zellen ist meist schon 
an einer Zerstérung des Chlorophyllapparates zu erkennen, der zerfallt 
und klumpige Ansammlungen bildet, so daf die tote Zelle gegeniiber der 
lebenden, gleichmafig griin ausgekleideten Zelle heller erscheint. 


Cladophora rupestris (L.) Kiitz.: Diese robuste, in der Gezeiten- 
zone besonders unter Fucus serratus an den Klippen iippig gedeihende 
Griinalge zeigt wie gegen verschiedene andere schiadigende Einfliisse (hypo- 
und hypertonisches Seewasser, Belichtung, Einwirkung von Borsaure, Man- 
gansulfat usw.) auch gegen kurzwellige UV-Strahlen eine verhaltnismafig 
hohe Resistenz. In den strahlentoten Zellen sind die Protoplaste haufig 
etwas von den Zellwanden abgehoben und die Chloroplaste meist zerstért, 
so daft die Zellen hellere Stellen aufweisen. Die Membranen sind schwach 
gequollen. 


Enteromorpha compressa (L.) Grev.: Der Lebenszustand ist bei 
Enteromorpha am besten durch die Neutralrotfarbung festzustellen, da die 
kleinen Zellen weder plasmolysierbar sind, noch so wesentliche Inhaltsver- 
inderungen erleben, daf der Eintritt des Todes danach mit Sicherheit er- 
kannt werden kénnte. 15 bis 20 Minuten andauernde Farbung in Neuiral- 
rot farbt den Zellinhalt rot und fiihrt zur Bildung eines feinen roten klum- 
pigen Niederschlags in den lebenden Zellen. Friiher als mikroskopisch ist 
die Wirkung der UV-Bestrahlung makroskopisch an einer Anderung des 
Farbtones in den bestrahlten Thallushalften zu erkennen, die heller, mit 


einem Stich ins Graugriin an die frisch grasgriinen Kontrollhalften an- 
schlieRen. 


Tab. 2. Enteromorpha compressa. Wirkung der UV-Bestrahlung auf 
den oberen bzw. den unteren (der Strahlenquelle abgewandten) 
Teil des schlauchférmigen Thallus. 


(l= lebend, + = teilweise tot, + = alles tot.) 
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Der schlauchférmige, durch Auseinanderweichen der zweischichtigen 
Zellfliche der Jugendform entstandene Thallus laRt auRer der Schadigung 
der direkt bestrahlten Zellen auch interessante Beobachtungen iiber die zur 
Abtétung der darunterliegenden Thallusflache nétige Strahlenintensitit za. 
Hiezu wurde das schlauchférmige Thallusstiickchen bei der Beobachtung 
24 Stunden nach der Bestrahlung und nach erfolgter Neutralrotfarbung an 
einer Lingsseite aufgeschlitzt und auf dem Objekttrager ausgebreitet. Ein 

Protoplasma, Bd. XLI1/4. 25 
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solcher zur Beobachtung aufgeklappter, 3 Minuten besirahlter Thallus zeigie 
z. B. die ganze linke, durch das Filter abgedeckte Hilfte gleichmafig gefarbt. 
Von der rechten, bestrahlien Halfte war der obere, direkt von den Strahlen 
getroffene Thallusteil fast vollkommen ungefirbt und zeigte nur mehr einige 
lebende, rote Zellen. Der unter dieser direkt bestrahlten Flache gelegene 
Thallusteil war hingegen in diesem Fall noch vollkommen ungeschidigt und 
gleich intensiv gefirbt wie die durch das Filter abgedeckte Kontrolle. Erst 
4 Minuten Bestrahlung fiihrie auch zu einem teilweisen Absterben dieser 
unteren Thallusfliche. In einem anderen, in Tab. 2 angefiihrten Versuch 
waren 24 Stunden nach 3 Minuten langer Bestrahlung auch von der unteren 
Thallusflaiche schon etwa 20% der Zellen tot. 


Ulva lactuca (Linn.) Le Jol.: Auch fiir Ulva ist die Farbung mit 
Neutralrot das beste Lebensreagens, da auch bei ihren Zellen keine Plasmo- 
lyse zu erreichen ist. Bemerkenswert ist, daf im Gegensatz zu den hiufig 
klumpigen Farbstoffniederschlagen bei Enteromorpha hier siets nur eine 
diffuse Vakuolenfarbung auftritt. Die gesunden lebenden Zellen sind 
dunkelrot gefirbt, etwas geschadigte scheinen den Farbstoff weniger intensiv 
zu speichern, wahrend die toten vollkommen ungefarbt bleiben. Bei letaler 
Grenzdosis erfolgt das Absterben der Zellen unregelmifig, ,,scheckig“ iiber 
die Zellflache verteilt. Der flachige Thallus von Ulva ist zweischichtig. Es 
kommt hier nicht wie bei Enteromorpha zu einem Auseinanderweichen die- 
ser beiden Zellagen. 


Ulva findet sich nicht nur an exponierten Standorten der Gezeitenzone, 
sondern gelegentlich auch in dunklen Gezeitentiimpeln oder standig submers 
in gréReren Tiefen. Je lichtirmer der Standort, um so dunkler griin die 
Farbung und, den vorliegenden Versuchen nach, anscheinend je dunkler die 
Farbung, um so gréfter die UV-Resistenz. Im gleichen Versuch und unter 
vollkommen gleichen Bedingungen durchgefiihrie Bestrahlungen an einer an 
einem bei Ebbe freiliegenden Piloten eines Anlegeplatzes gewachsene helle 
Ulva und einer dunkelgriinen, mit der Dretsche heraufgeholte Tiefenform 
starhen innerhalb von 24 Stunden bei der Oberflachen-Ulva die meisten 
Zellen schon nach 2 Minuten Bestrahlung, bei der Tiefen-Ulva hingegen erst 
nach 4 Minuten Bestrahlung ab. Wie bei Enteromorpha ist die bestrahlte 
Halfte schon makroskopisch durch ihre mehr graugriine, hellere Farbung 
von der saftgriin gefarbten Kontrollhalfte zu unterscheiden. 


Callithamnium tetragonum (Wither.) C. Ag.: Das Absterben 
beginnt an den Spitzen. Wesentliche Entfarbungen oder Membranquellun- 
gen sind nicht zu beobachten. Die Plasmolysierbarkeit ist schlecht und geht 
meist iiber kleine Eindellungen in gréferen Zellen nicht hinaus. Auch bei 
dieser Rotalge ist die Neutralrotfarbung ein guter Anzeiger fiir die lebenden 
Zellen, in denen es stets neben einer allgemeinen Rotfarbung zur Bildung 
von einigen wenigen, verhiltnismafig groften, dunkelroten Entmischungs- 
kugeln kommt. 


Plumaria elegans (Bonnem.) Schmitz: Ahnlich wie bei der Licht- 


schidigung (vgl. Abb. 1) sterben bei den letalen Grenzdosen die kleinen 
Fiederchen der Gipfelbiischel als ersies ab, doch ist beim UV-Tod nie ein 
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solch vollkommenes Ausbleichen der toten Zellen zu beobachten. Von ge- 
quollenen, weiffen Membranen umrahmt, nehmen die Zellen im Tod nur eine 
hellrotviolette Farbung an. 


Griffithsiacorralina (Light.) C.Ag.: Diese in schattigen Tidepools 
heimische Rotalge zeigt eine groRe UV-Empfindlichkeit. Schon nach einer 
Minute Bestrahlung beginnen innerhalb von 24 Stunden einzelne Zellen an 
den Spitzen der Zweiglein abzusterben, und nach zwei Minuten Bestrahlung 
sind meist schon alle bestrahlten Zellen tot. Wahrend die durch Sonnenlicht 
getéteten Zellen von Griffithsia flosculosa sehr starke Membranquellungen 
aufwiesen, sind hier die Membranen nur schwach gequollen. Der Inhalt der 
toten Zellen ist schwach rosaviolett gefarbt, und nicht selten hebt sich der 
tote Protoplast seitlich etwas von der Zellwand ab. 


Sphondylothamnium multifidum (Huds.) Nag.: Sphondylo- 
thamnium ist wie Callithamnium und Griffithsia eine fiir zellphysiologische 
Untersuchungen bestgeeignete unberindete Ceramiacee. ‘Auch hier ist die 
geringe Membranquellung bei den UV-toten Zellen bemerkenswert gegen- 
iiber der bei dieser Alge auffallend machtigen Quellung der Zellwand bei 
den durch Sonnenlicht getéteten Zellen. 


Polysiphonia furcellata (Ag) Harv.: Die UV-Schadigung be- 
ginnt wie bei den anderen gefiederten Rotalgen an den Spitzen und schreitet 
nach unten fort. Die toten Zellen erscheinen manchmal etwas geschrumpft. 
Membranquellung ist kaum merkbar. Plasmolyse als Lebensreagens ist nur 
gelegentlich eindeutig. Auch hier sind die lebenden Zellen am besten an den 
in Neutralrot auftretenden dunkelroten Entmischungskugeln und -kiigel- 
chen zu erkennen. Die normalerweise ineinandergreifenden, gelappten und 
unregelmafig geformten kleinen Plastiden sind in den bestrahlten Zellen 
wohl] haufig in ihrer regelmafigen Anordnung gestért, aber keineswegs so 
kugelig abgerundet, wie dies an Polysiphonia-Plastiden nach anderen 
Schadigungen (stark verdiinntes Seewasser, KCl, verdiinnter Alkohol, Er- 
warmen usw.) zu beobachten ist (Bieb] 1936). 


Dictyota dichotoma (Huds.) Lamour: Bei Dictyota sind schon 
das Aussehen und die Lagerung der Plastiden gute Anzeichen fiir das Auf- 
treten der Strahlenschadigung, und zwar sogar schon zu einem Zeitpunkt, zu 
dem die Vitalfarbung mit Neutralrot die Zellen noch als lebend anzeigt. 
Weiters ist diese Alge dadurch interessant, dai man an ihr wie bei Eniero- 
morpha die verschiedene Wirksamkeit der einfallenden UV-Strahlung auf 
verschieden tiefe Thallusschichten beobachten kann. 


Der Dictyota-Thallus ist dreischichtig gebaut. Eine mittlere, grofzellige, 
inhaltsarme und im Querschnitt hell erscheinende Schichie ist von zwei 
kleinzelligen, plastidenreichen Rindenschichten umschlossen. Die Rin- 
denschichten bilden das Assimilationsgewebe, die Mittelschicht ist als 
Speichergewebe anzusehen. In ihren groften Zellen liegen in einem mit 
Plasmafaden an den Zellwanden angehefteten Zytoplasmakérper neben dem 
Zellkern glinzende Fukosanbliaschen und hell lichtbrechende, vermutlich 
Fett enthaltende Kiigelchen, aber keine oder fast keine Plastiden. Die den 
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Thallus oben und unten begrenzenden kleinzelligen Gewebeflachen sind hin- 
gegen reich von kleinen, linsenférmigen Plastiden erfiillt, die normalerweise 
regelmaRig im Wandbelag verteilt sind und in der Aufsicht die langlichen 
Zellen an allen vier Seiten auskleiden. 

Die Plastiden erscheinen in den unbestrahlten Zellen homogen und von 
frisch braiunlichgriiner Farbe. Schon nach einer halben Minute Bestrahlung 
sind sie etwas abgekugelt, in ihrer Lage verschoben und in ihrer Fiarbung 
matter, mehr graubraun. Neutralrotfarbung in diesem Zeitpunkt gibt aber 
noch durchwegs eine fiir diese kleinen Zellen kennzeichnende Kriimelfallung. 
Nach einer Mirute Bestrahlung sind die Plastiden in den Zellen der direkt 
































Abb. 2. Dictyota dichotoma. Thallusquerschnitt. Von oben 1 Minute UV-bestrahit, 
24 Stunden spiter in Neutralrot. Obere Rindenschichte tot, untere lebend mit K6ra- 
chenniederschlag. 


von den Strahlen getroffenen Seite noch unregelmafiger aneinanderge- 
drangt, vielfach schon dunkel konturiert und miteinander verklebt. In 
diesen Zellen tritt keine Neutralrotfarbung mehr auf. Die Zellen sind tot. 
Je nach der Derbheit des Thallus kénnen nach 1 Minute Bestrahlung schon 
samtliche oder erst einige Zellen tot sein. Nach 2 Minuten Bestrahlung sind 
die direkt getroffenen Zellen fast in allen Fallen vollstandig getétet. Beob- 
achtet man aber die der Strahlenquelle abgewandte Unterseite des Thallus, 
dann findet man nach 1 Minute Bestrahlung noch normale Plastidenlagerung 
und Kriimelfallung in Neutralrot. Nach 2 Minuten Bestrahlung sind aber 
auch schon an der Unterseite erste Verlagerungen der Plastiden zu beob- 
achten, doch lat Neutralrotfarbung noch alle Zellen als lebend erkennen. 
Ahnlich verhalt es sich auch noch nach 3—4, manchmal auch noch nach 
5 Minuten Bestrahlung, nur nimmt die Verlagerung der Plastiden zu. 
Abb. 2 zeigt den Querschnitt durch einen 4 Minuten bestrahlten Dictyota- 
Thallus nach Neutralrotfarbung. Die Oberseite ist tot und ungefarbt, die 
untere lebend und enthalt einen Kriimelniederschlag. 
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In einem in Tab. 3 angefiihrten Fall waren die Zellen der direkt be- 
strahlten Oberseite schon nach 1 Minute fast zur Ganze getétet, -waihrend 
die Zellen der Unterseite erst nach 5 Minuten Bestrahlung teilweise tédliche 
Schadigungen erfuhren. 


Tab. 3. Dictyota dichotoma. Wirkung der UV-Bestrahlung auf die 
obere bzw. untere Zellflache des dreischichtigen Thallus. 
(1 = lebend, + = teilweise tot, + = tot, n = normale Plastidenlagerung, —v = etwas 
verlagerte, v = stark verlagerte Plastiden.) 
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Brogniartella byssoides (Good. & Woodw.) Schm.: Brogniar- 
tella verhalt sich sowohl in der Hiéhe seiner UV-Resistenz wie auch in der 
Art des Absterbens und der Vitalfarbbarkeit ahnlich wie Polysiphonia. 
Durch Einlegen in dreifach konzentriertes Seewasser sind nur gelegentlich in 
den schmalen Rindenzellen, am besten noch in den haara&hnlichen Sprof- 
enden, unschéne, kleinkonkave Plasmaabhebungen zu erreichen. Das Abster- 
ben der strahlengeschadigten Zellen beginnt von den feinen Sprofenden her. 
Eine wesentliche Verfarbung der toten Zellen tritt nicht ein, doch sind sie 
meist an einer leichten Membranquellung zu erkennen. Auch hier bilden 
sich wie bei Polysiphonia u. a. nach Farbung mit Neutralrot in den lebenden 
Zellen kleine, dunkelrote Entmischungskugeln. 


Delesseria sanguinea (Huds.) Lamour: Bei dieser flachigen Roi- 
alge sind die strahlentoten Zellen trotz ihrer Kleinheit infolge ihrer rot- 
violetten Verfarbung und den blendendweifi gequollenen Membranen gut 
von den fleischfarbenen, mehr ins Braunlichrot gehenden lebenden Zellen zu 
unterscheiden. Die kleinen, unregelmaRig geformten, wie in einem Lege- 
spiel mit ihren Umrissen ineinanderpassenden Plastiden verandern im Tod 
kaum ihre Gestalt. 


Heterosiphonia plumosa (Ellis) Batt.: Die Hauptachse und die 
unteren Teile der seitlich sich in einer Ebene ausbreitenden Kurztriebe sind 
mit kleinen Rindenzellen bedeckt, wahrend deren Enden monosiphon gebaut 
sind und sich fiir zellphysiologischhe Untersuchungen schon mehrfach gut 
bewahrt haben (Bieb] 1937 b, 1938 b). Die Strahlenschadigung beginnt fast 
stets an den Spitzen dieser monosiphonen, grofizelligen Sprosse. Bei star- 
keren Dosen folgen die Rindenzellen der Kurztriebe und zuletzt sterben 
auch die Rindenzellen der Hauptsprosse ab. Die toten Zellen verfirben 
sich rotviolett. Vollkommene Entfarbungen wie beim Lichttod waren nie 
zu beobachten. 


Neomonospora pedicellata (Sm.) G. Feldm. & Meslin: Das 
Absterben erfolgt im allgemeinen auch von den Zellen der Sprofenden her. 
Die strahlentoten Zellen sind bei dieser Rotalge stark ausgebleicht, der Zell- 
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inhalt ist hell grauviolett, die Membranen verhaltnismafig stark gequollen 
und der ganze strahlentote Teil des Algenzweigleins wird weich und hin- 
fallig. Die toten Zellen sind ohne Plasmolyse oder Vitalfarbung leicht von 
den lebenden zu unterscheiden. 


UV-Strahlenwirkung auf Porphyra umbilicalis (L.) Kiitz. 
forma laciniata (Lightf.) J. Ag. 


Das Resistenzverhalten von Porphyra gegeniiber kurzwelligen UV- 
Strahlen verdient besonders herausgehoben zu werden. Die hohe Resistenz 
dieser in der obersten Gezeitenzone an Felsblécken oder Uferschutzmauern 
siedelnden Rotalge gegen Austrocknung, gegen ausgesiiftes und konzen- 
triertes Seewasser, gegen Behandlung mit konzentrierten Diosmoticis usw. 
wurde schon mehrfach hervorgehoben (z. B. Berthold 1882, Walter 1923, 
Bieb] 1938). Kiister (1942) weist auch auf die monatelange Lebensfihig- 
keit losgeléster Por phyra-Thalli in Seewasserkulturen hin, und diese Eigen- 
schaft ist es, die die Alge zu einem besonders giinstigen Versuchsobjekt fiir 
Dauerbeobachtungen macht. Sie wurden in einigen unserer Versuche bis zu 
14 Tage nach erfolgter UV-Bestrahlung ausgedehnt. ; 

Bei zwei am 12. und 13. August 1951 durchgefiihrien Vorversuchen lag 
méglicherweise eine andere Porphyra-Form vor, als sie in der Uberschrift 
genannt ist und fiir die Hauptversuche verwendet wurde. Zumindest war 
es eine hellere und zartere Standortvarietat, die sich in ihrem Resistenz- 
verhalten wesentlich von der in den Hauptversuchen vom 31. August bis 
7. September 1951 verwendeten Porphyra umbilicalis f. laciniata unter- 
schied. Sie war bei einer Algenaufsammlung von einem mir nicht bekannt 
gewordenen Standort eingebracht worden. 24 Stunden nach einer 3 Minuten 
dauernden UV-Bestrahlung waren 80%, nach 4 Minuten Bestrahlung etwa 
98% und nach 5 Minuten Bestrahlung 100% der bestrahlten Zellen tot. Das 
Resistenzverhalien schlof sich somit den bisher beschriebenen empfind- 
licheren Algenarten vollkommen an. 

Anders war dies hingegen bei der fiir die Hauptversuche jedesmal vom 
gleichen Standort in unmittelbarer Institutsnihe an den bei Ebbe freiliegen- 
den Felsblécken und Uferschutzmauern von mir gesammelten Porphyra. 
Thre Thalli waren grofflachig, verhalinismafig dicklich, vollkommen unge- 
schidigt und von aufferst dunkler, fast schwiarzlich oliver Farbung. 

Eine neuere Arbeit von Haxo und Blinks (1950) bringt unter anderem 
Lichtabsorptionskurven der Thalli von drei verschiedenen Porphyra-Arien 
der kalifornischen Kiiste (P. nereocystis, P. najadum und P. perforatum), 


die sich in einer Abnahme des Phykoerythringegehaltes bei zunehmendem ° 


Phykocyangehalt voneinander unterscheiden. Porphyra perforata war von 
den drei Arten jene, die verhiltnismiftig am wenigsten Phykoerythrin und 
am meisten Phykocyan enthielit. Wie mit einem Spektrophotometer der 
Firma Unicam (Cambridge) durchgefiihrie Lichtabsorptionsmessungen zwi- 
schen 400 und 800 my an meiner Versuchsalge zeigten (vgl. Abb. 3, 4), stimmt 
deren Absorptionskurve fast genau mit dem in der angefiihrien Arbeit ab- 
gebildeten Kurvenverlauf von Porphyra perforata iiberein. Wir werden also 
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auch bei unserer Versuchsalge einen 
verhaltnismafig hohen Gehali an Phy- 
kocyan annehmen kénnen. 

Zwei mit dieser Alge am 31. August 
angestellte Versuche mit Bestrahlungs- 
dauern von 1 bis 6 Minuten ergaben 
nach 24 Stunden ab 2 Minuten Bestrah- 
lung einen ganz leichten, eben merk- 
baren Unterschied im Farbton der be- 
strahlten und der abgedeckten Hilfte, 
jedoch waren auch in den 6 Minuten 
bestrahlten Thallusteilen noch keine 
toten Zellen aufgetreten. Abgesehen 
von diesem Farbtonunterschied waren 
noch keine wesentlichen Veranderun- 
gen an den besirahlien Zellen festzu- 
stellen. 

In den Hauptversuchsreihen am 5., 
6. und 7. September 1951 wurde die 
Staffelung der Bestrahlungszeiten von 
1 Minute bis 27 Minuten ausgedehnt. 
Tab. 4 bringt das gegeniiber den Vor- 
versuchen vom 12. und 13. August iiber- 
raschende Ergebnis. Wenn auch schon 
24 Stunden nach 3 Minuten dauernder 
Bestrahlung die bestrahlte Halfte durch 
ihren Farbton mit scharfer Grenze 
gegen die durch das WG5-Filter ab- 
gedeckte Konirollhalfte abgesetzt war, 
so waren doch erst nach 22 Minuten Be- 
strahlung die ersten eindeutig toten 
Zellen aufgetreten, und 23 Minuten Be- 
strahlung war n6tig, um innerhalb der 
Wirkungsdauer von 24 Stunden sami- 
liche betroffenen Zellen zu téten. 

Nach 2 Tagen waren jedoch auch 
schon in den 15 Minuten bestrahlten 
Thallushalften etwa 3% der Zellen tot, 
nach 9 Tagen war die tédliche Schadi- 
gung mit etwa 10% bis zu den 4 Mi- 
nuten bestrahlten Zellen vorgeschritten 
und nach 14 Tagen waren auch in dem 
nur 3 Minuten bestrahlien Thallusteil 
— bei vollkommen frischen Kontroll- 
halften — etwa 5% typischer toter 
Zellen aufgetreten. Damit war aber 
jene Resistenzgrenze erreicht, die sich 
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bei der empfindlicheren Porphyra unserer Vorversuche schon innerhalb 
von 24 Stunden ergeben hatte. Es hatte sich demnach also auch bei diesen 
Versuchsalgen nicht die Resistenzgrenze verschoben, sondern es ist nur das 
Manifestwerden der Strahlenwirkung zeitlich so auffallend verzégert wor- 
den. Mit diesem Verhalten nimmt unsere dunkle Porphyra-Art eine Sonder- 
stellung unter allen bisher UV-bestrahlten Meeresalgen ein. 
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Abb. 3. Porphyra umbilicalis, f. laciniata. Lichttransmission von 400 bis 800 mu. 
a) Thallus normal, b) derselbe Thallus 20 Stunden nach 12 Minuten UV-Bestrahlung, 


c) derselbe 20 + 22 Stunden nach 12 Minuten UV-Bestrahlung (annahernd normale 
Farbung, lebend). 


Der innerhalb 24 Stunden auftretende Farbunterschied zwischen ,,be- 
strahlt“ und ,,unbestrahlt“, der trotz der zur vollstandigen Tétung in dieser 
Zeit nétigen hohen Strahlendosen auch bei den Algen unserer Hauptver- 
suchsreihen schon nach 3 Minuten langer Bestrahlung ganz schwach, aber 
mit scharfer Grenze gegen die Kontrollhalfte auftritt, ist am besten fiir die 
abgedeckte Hialfte als ,,wirmer“ (mehr braungriin), fiir die bestrahlte hin- 
gegen als ,,kalter“ (mehr violetigriin) zu beschreiben. Daf es sich dabei 
nicht um eine Zerstérung einzelner Farbstoffe, sondern nur um eine Ande- 
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rung der Lichtdurchlassigkeit handeln diirfte, laRt sich aus zwei Beob- 
achtungen erschliefen. Erstens erscheint die bestrahlte ‘Thallush#lfte iiber 
einem hellen Untergrund heller und iiber einem dunklen dunkler als die 
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Abb. 4. Porphyra umbilicalis, f. laciniata. Lichttransmission von 400 bis 800 mx. 
a) Thallus normal, b) derselbe Thallus 18 Stunden nach 24 Minuten UV-Bestrahlung, 


c) derselbe 18 + 24 Stunden nach 24 Minuten UV-Bestrahlung (entfarbt, tot, blau- 
grau). 


Kontrollhalfte. Es scheint somit die Farbe des Untergrundes deutlicher durch. 
Zweitens zeigen mit dem Spektrophotometer aufgenommene Lichttrans- 
missionskurven zwischen 800 und 400 mu 24 Stunden nach Bestrahlung mit 
einer innerhalb dieser Zeit noch nicht tédlichen Dosis (Abb. 3, 12 Minuten 
UV-bestrahlt) nur eine gleichmaftige Erhéhung der Lichtdurchlassigkeit, 
nicht aber eine merkbare Anderung des Kurvenverlaufes, waihrend nach 
iddlicher Bestrahlung, die zu einer Entfarbung des Thallus fiihrt (Abb, & 
24 Minuten UV-bestrahlt), auch die Kurven ihren durch die verschiedene 
Protoplasma, Bd. XLI/4. 26 
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Strahlenabsorption der einzelnen Farbstoffe bedingten, charakteristischen 
zackigen Verlauf verlieren. 

Die Ursache 1auf wohl im wesentlichen in einer geainderten Verteilung 
der lichtabsorbierenden Zellinhaltsstoffe zu suchen sein. Die Porphyra- 
Zellen enthalten einen grofen, zentra! gelegenen Chromatophor, der in der 
frischen Zelle nach allen Richtungen schmale, bucklige, oft am Zellrand um- 
geschlagene Fortsatze aussendet, die, in der Aufsicat gesehen, dunkler er- 
scheinen als die dazwischen liegenden Teile, so daf{ man beim ersten An- 
blick mehrere kleine, runde Plastiden am Zellsaum zu sehen vermeint (vgl. 
Abb. 8, links). Die erste innerhalb von 24 Stunden schon ab 4 Minuten Be- 
strahlung mikroskopisch 
feststellbare Verande- 
rung besteht in einem 
Flacherwerden dieser 
Buckel, also einer Ab- 
rundung und vielleicht 
auch Aufblahung des 
grob sternformigen 
Chromatophors. Es mag 
dies schon merkbaren 
Einflu® auf die Licht- 
transmission haben. 
Manchmal ist auch eine 
leichte Membranquel- 
lung festzustellen. Diese 
Erscheinung nimmt bei 
starkeren Strahlendosen 
zu. Die Zellen sehen 
im iibrigen in diesem 
Stadium noch durchaus 
frisch aus und sind mit 
Neutralrot farbbar. 

Die Neutralrotfarbung fallt nicht in allen Fallen gleich aus. Bei voll- 
kommen frischen Thallusstiicken ist entweder iiberhaupt keine Farbung 
oder nur ein Auftreten kleiner Entmischungskiigelchen zwischen den Lappen 
des Plastiden zu beobachten. Nach langerem Liegen des Thallus in einem 
Schialchen mit Seewasser, also bei zunehmendem Kulturalter oder nach son- 
stiger leichter Schadigung, wird bei Neutralrotfarbung neben, iiber oder 
unter dem Plastiden eine grofe, von einem Tonoplasten umkleidete Vakuole 
sichtbar, dem die roten Entmischungs- bzw. Fallungskiigelchen aufen an- 
liegen. Der Vakuoleninhalt selbst bleibt ungefarbt (Abb. 5). Auch Dan- 
geard (1927) beschreibt, da in vielen Porphyra-Zellen nach Neutralrot- 
farbung bis 10 uw groffe rote Kiigelchen auftreten, die er als Vakuolen im 
Protoplasma deutet. Es diirfte sich hier aber wohl um eine Fallung von 
gefarbten Kérnchen oder Trépfchen im Plasma selbst handeln, wie sie 
Cholnoky (1937) fiir neutralrotgefarbte Spirogyra und Cholnoky und 
H6fler (1950, S. 170) nach Neutralrotfarbung an Diatomeen beschrieben 





Abb. 5. Porphyra umbilicalis, f. laciniata. Einige 
Tage in Seewasser kultiviertes Thallusstiick nach 
10 Minuten Neutralrotfarbung. Fiallungs- bzw. Ent- 
mischungskiigelchen den Vakuolenwinden anliegend. 
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haben, wo sich gleichfalls die roten Kiigelchen auffen an die ungefarbten 
Tonoplasten anlagern. 

Das Auftreten groRer Vakuolen neben den Plastiden in den Por phyra- 
Zellen lat sich besonders schén im Zentrifugierungsversuch nachweisen, und 
zwar gleichfalls wieder besser an alteren, schon langer in einem Seewasser- 
schilchen gehaltenen Thallusteilen. Die Zentrifugierbarkeit von Porphyra 
ist anfangs schlecht. Nach 30 Minuten Schleuderung bei einer Umdrehungs- 
geschwindigkeit von etwa 2600 Touren pro Minute ist noch kaum eine Ver- 
lagerung zu beobachten. Nach 1 Stunde Zentrifugierung ist in den meisten 
Fallen jedoch der zentrale Plastid klar nach einer Seite verschoben und 
haftet mit kurzen, 
dicken _plasmati- 
schen Fortsitzen 
am zentrifugal ge- 
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legenen Plasma- ) 
wandbelag an. Erst , ae: 
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nach 1% Stunden 
sind die dunkel 
gefarbten Zell- 
inhalte oft bis auf 
zwei Drittel des 
Zellraumes weg- 
geschleudert. Der 
frei gewordene 
Raum ist nun in 
den meisten Fal- Ph a : 

len deutlich von = — — 

einer groRen, was- Abb. 6. Porphyra umbilicalis, f. laciniata. Nach 1%stiindi- 
serhellen Vakuole ger Zentrifugierung bei etwa 2600 Umdrehungen in der 
erfiillt (Abb. 6). Minute. Im frei gewordenen Zellenraum sind grofe Vakuolen 
24 Stunden spiter sichtbar geworden. 

hat sich der Pla- 

stid wieder ausgebreitet und die Vakuole ist in der hochzylindrischen Zelle 
iiber oder uniter diesen geschliipft. In diesem Zeitpunkt vorgenommene 
Neutralrotfarbung lat die Zellen noch immer als lebend erkennen und 
ergibt genau das gleiche Bild mit der Vakuole angelagerten roten Ent- 
mischungskiigelchen, wie es in Abb. 5 dargestellt ist. 

Diese an langere Zeit kultivierten Porphyra-Thalli beobachteten Bilder 
lassen uns nun die nach starker Bestrahlung auch ohne Neutralrotfarbung 
nahe oder unmittelbar an der letalen Grenze auftretenden Schadigungen 
besser verstehen. Abb. 7 zeigt einen Ausschnitt aus einem 16 Minuten UV- 
bestrahlten Thallusteil nach 4 Tagen. Abgesehen von einzelnen fast schwiarz- 
lichen, von blendend weifen, dick aufgequollenen Membranen umgebenen 
toten Zellen, von denen noch die Rede sein wird, sehen wir in jeder Zelle 
eine mehr oder weniger machtige Vakuole. Der Plastid ist in diesen Fallen 
meist zusammengeprefit und ganz oder zum Teil in die Tiefe der zylinder- 
formigen Zelle gedriickt. Ist er oberhalb der Vakuole gelegen, so ist er oft 
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als ein aufgeblahter Kérper an seiner Farbung zu erkennen. Behandlung 
mit Neutralrot ergab in diesen schwer geschadigten Zellen wohl auch noch 
Farbungen, doch waren sie uneinheitlich in verschiedenen Farbténen. Rote 
Kiigelchen traten kaum mehr auf. Es sind somit hier schon schwerwiegende 
Verainderungen in Plasma und Vakuolen vor sich gegangen. 

Ab 25 Minuten Bestrahlung sind innerhalb von 24 Stunden samtliche 
getroffenen Zellen abgetitet. Abb. 8 zeigt 4 Tage nach der Bestrahlung einen 
Ausschnitt aus einem Thallusstiick, das links mit einem WG5-Filter abge- 
deckt und rechts von der kurzwelligen UV-Strahlung getroffen war. Das 
Aussehen der strahlentoten Zellen entspricht den von Kiister (1943) nach 
mechanischen Schadi- 
gungen fiir Porphyra 
beschriebenen __ ,,Nekri- 
den“. Der Inhalt der 
toten Zellen ist voll- 
kommen homogen und 
tief dunkel blaugriin. 
Irgendwelche __ Eiinzel- 
heiten sind in diesen 
toten Zellen nicht mehr 
zu erkennen. Die Zell- 
membranen, die im 
Laufe der Nekrobiose 
nur schwach aufgequol- 
len waren, dehnen sich 
nun michtig aus, zei- 


Abb. 7. Porphyra umbilicalis, f. laciniata. 4 Tage 55, vielfach deutlich e 
nach 16 Minuten UV-Bestrahlung. Teils tote dunkle Schichtungen und driin- 
Zellen, teils starke Vakuolenbildungen. gen den toten Zell- 
inhalt zu immer kleiner 
werdenden Klumpen 
zusammen. An Zah] abnehmend sind derartige tote Zellen oder Zellgruppen, 
wie Tab. 4 zeigt, nach 14 Tagen bis herunter zu den 3 Minuten bestrahlten 
Thalusstiicken zu beobachten (+). Die Bezeichnung ,,-l“ umfaft in der Ta- 
belle mit grofer Spannweite alle jene Schadigungen, wie sie der Bestrah- 
lungsdauer zunehmend von blofen leichten Farbunterschieden ohne zyto- 
morphologisch erkennbare Veranderungen bis zu jenen Nekrosebildern mit 
miachtigen Vakuolen fiihren, wie sie in Abb. 7 dargestellt sind. 





Besprechung der Versuche 


Unter den Mitieln, die die vergleichende Protoplasmaforschung zur 
Kennzeichnung verschiedener pflanzlicher Plasmen zur Verfiigung hat, steht 
die Feststellung von Resistenzgrenzen gegen verschiedenste, in abgestufter 
Intensitat gebotene AuReneinfliisse mit an erster Stelle. Dabei kann es sich 
um die Beobachtung von Einwirkungen handeln, die auch am natiirlichen 
Standort in wechselnder Starke auf die Pflanze eintreffen, wie Hitze, Kialte, 
Austrocknung, natiirliche Strahlung, chemische Substanzen des Bodens usw 
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(,,dkologische Resistenzen“) oder um Einwirkungen, denen die Pflanze unter 
natiirlichen Verhilinissen im allgemeinen niemals in gefahrlichem Mafe aus- 
gesetzt ist, wie Saiuren, Laugen, Elemente wie Bor, Zink, Mangan oder 
Vanadium, Korpuskularstrahlen, Réntgenstrahlen usw. (,,nicht umweltbe- 
zogene konstitutionelle Resistenzen“). Die ersten sind meist fiir Pflanzen 
eines bestimmten Standortes ahnlich, die zweiten kénnen auch innerhalb 
einer 6kologisch einheitlichen Gruppe grofe artspezifische Unterschiede 
zeigen. 

In vorliegender Arbeit wurden an Meeresalgen einleitend einige Ver- 
suchsreihen iiber die Wirkung direkter Sonnenbestrahlung und einer Dauer- 
belichtung mit starkem 
elektrischem Gliihbir- 
nenlicht durchgefiihrt. 
Hier war nach den in 
der Literatur in rei- 
cher Anzahl vorliegen- 
den Angaben iiber At- 
mungs- und Assimi- 
lationsleistungen von 
Sonnen- und Schatten- 
pflanzen, von Algen 
verschieden .tiefer 
Standorte oder von in 
verschieden farbigem 
Licht gezogenen Pflan- 
zen eine hdhere Licht- ro , 508 
empfindlichkeit der Abb.8. Porphyra umbilicalis, f. laciniata. 4 Tage nach 
Algen der Tiefe oder 25 Minuten UV-Bestrahlung. Links durch WG 5-Filter 
schattiger Gezeiten- abgedeckt, lebend und vollkommen normal, rechis 
tiimpel von vornherein alles tot. 
zu erwarten. Die we- 
nigen orientierenden Versuche bestatigten dies auch vollauf. Bei gleicher 
Sonnenbestrahlung oder elektrischer Dauerbeleuchtung sterben die Zellen 
der Tiefenalgen friiher ab als die der am natiirlichen Standort zeitweise 
hohen Lichtintensitaten ausgesetzten Gezeitenalgen. Es handel sich hier 
also um typische ,,dkologische Resistenzen™. 

Nicht so sicher vorauszusagen war aber das Resistenzverhalien der 
gleichen Algen gegeniiber kurzwelligem UV-Licht einer Quecksilberdampf- 
lampe. Als Kontrolle diente jeweils eine Halfte des bestrahlten Thallus- 
stiickchens, die aber nicht vollstandig abgedunkelt, sondern nur durch ein 
WG5-Schottfilter abgeschirmt wurde, das erst die Lichtstrahlen linger als 
310my durchlieR. Da innerhalb der angewandten Bestrahlungszeiten hinter 
diesem Filter niemals Schadigungen auftraten, konnte die Wirkung der 
Quarzlampenbestrahlung auf die unbedeckte Thallushalfte dem Wellen- 
langenbereich von 310 bis 230myu zugeschrieben werden. 

Strahlen, kiirzer als 300 my, treffen praktisch nicht mehr die Meeres- 
oberflaiche, doch sind in besonders klarem Ozeanwasser warmer Zonen 
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Strahlen von 310 my Wellenlange auch noch in gréferen Meerestiefen nach- 
zuweisen (Jerlov 1950). Messungen der Ultraviolettabsorption im Bereich 
von 400 bis 200 my, iiber die an anderer Stelle berichtet wurde (Bieb] 
1952 a), zeigten iibereinstimmend fiir Thalli von Rot-, Braun- und Griinalgen 
von 400 bis herunter zu etwa 290 my typische Absorptionskurven, wie solche 
fiir das sichtbare Licht (800 bis 400 my) vielfach bestimmt wurden. Im Be- 
reich von 290 bis 200 mu fehlen hingegen derartige charakteristische Absorp- 
tionen vollig, die Kurven verlaufen flach und einander annihernd parallel. 

Es war nun die Frage, ob sich die Resistenz der Algen verschieden tiefer 
Standorte gegen den kurzwelligen UV-Bereich von 310 bis 230mu der 
Resistenz gegen das sichtbare Licht anschlieftt und fiir Algen eines bestimm- 
ten Standortes ahnlich ist oder ob diese Resistenz auch innerhalb eines ein- 
heitlichen Lebensbereiches von Alge zu Alge verschieden sein kann. 

Das Ergebnis der Versuche entschied fiir den zweiten Fall. Wie gegen 
verschiedene Spurenelemente, von denen die Wirkung von Borséure, Man- 
gansulfat, Zinksulfat und Vanadiumsulfat auf Meeresalgen gepriift wurde 
(Bieb1l 1952b), ist auch die Resistenz gegen die kurzweilige UV-Strahlung, 
die im Standortlicht nicht mehr vorkommt, eine typisch ,,nicht standort- 
bezogene konstitutionelle“. Sie ist fiir Algen innerhalb eines Lebensbe- 
reiches verschieden und gelegentlich bei Gezeitenalgen (Ulva, Enteromor pha, 
Cladophora utriculosa) sogar geringer als bei Tiefenalgen (Brogniartella, 
Heterosiphonia). Wie ahnliche Resistenzversuche an Zwiebelschuppenepi- 
dermen von Allium cepa (Bieb| 1942) zeigen, entspricht die Resistenz der 
empfindlichsten Algen etwa jener der zarten Innenepidermis der Zwiebel- 
schuppe (tot innerhalb 24 Stunden ab 1 Minute UV-Bestrahlung), waihrend 
die der iibrigen um die Resistenz der Zwiebelschuppenaufenepidermen mit 
7 bis 8 u Membrandicke (tot ab 4 Minuten Bestrahlung) schwanken. Es sei 
in diesem Zusammenhang bemerkt, daft auch die obenangefiihrten Resi- 
stenzversuche gegen verschiedene Spurenelemente bei den Meeresalgen 
gleichfalls ein den Bliitenpflanzenepidermen sehr ahnliches plasmatisches 
Verhalten erkennen liefen. 

Im allgemeinen ist die Resistenzgrenze gegeniiber der UV-Bestrahlung 
schon innerhalb von 24 Stunden klar erkennbar. Eine Sonderstellung nimmt 
unter den untersuchten Algen nur Porphyra umbilicalis f. laciniata ein, 
die innerhalb von 24 Stunden erst durch eine 22 Minuten andauernde Be- 
strahlung teilweise und durch eine 25 Minuten lange Bestrahlung voll- 
standig zum Absterben gebracht werden konnte. Doch zeigte sich bei dieser 
Alge eine iiber 14 Tage andauernde Nachwirkung, die, von den langeren 
Bestrahlungszeiten zu den kiirzeren riickschreitend, bis zu diesem Zeit- 


punkt auch noch zu einem Auftireten einzelner toter Zellen in den nur | 


3 Minuten bestrahlten Thallusstiickchen fiihrt. Die Kontrollhalften leben 
nach dieser Zeit noch zur Ginze. 


Zusammenfassung 


1. Gegeniiber direktem Sonnenlicht zeigen die Plasmen der Meeresalgen 
eine typische .,dkologische Resistenz“. Wahrend durch eine zweistiindige 
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Sonnenbestrahlung die Zellen aller Tiefenalgen abgetétet wurden, blieben 
die Algen der Gezeitenzone fast durchwegs ungeschidigt. 

2. Gleiche Wirkung zeigt eine Dauerbestrahlung mit zwei 350-Watt- 
Gliihlampen nach einer Einwirkungszeit von 3 bis 5 Tagen. 

3. Im Gegensatz zu anderen Schadigungen und auch zur Wirkung kurz- 
welliger UV-Strahlen kommt es bei den durch hohe Lichtintensititen ge- 
téteten Zellen haufig zu einem schnellen, vollkommenen Ausbleichen des 
Zellinhaltes. 

4. Das Quellungsverhalten der Membranen der durch starkes Licht ge- 
téteten Zellen ist nicht gleich und auch nicht iibereinstimmend mit anderen 
Schaidigungen. Manche Membranen quellen nur wenig auf (z. B. Heterosi- 
phonia), andere wieder sehr stark (z. B. Griffithsia, Sphondylothamnium). 

5. Die Resistenz gegen kurzwelliges UV-Licht einer Quecksilberdampf- 
lampe zeigt den Charakter einer ,,nicht umwelibezogenen konstitutionellen 
Resistenz“. Die Plasmaempfindlichkeit ist fiir Algen einer einheitlichen 
dkologischen Gruppe — im Gegensatz zu deren Empfindlichkeit gegen 
sichtbares Licht — verschieden (Kontrollhalfte mit einem WG 5-Schottfilter, 
das nur Strahlen linger als 310 my durchlaRt, abgedeckt. Wirksame Strah- 
lung der Quarzlampe daher 310 bis 230 my). 

6. Die innerhalb von 24 Stunden tédliche UV-Bestrahlungsdauer betragt 
im allgemeinen 1 bis 4 Minuten und entspricht damit der UV-Empfindlich- 
keit der Zwiebelschuppeninnenepidermis (1 Minute) und der Aufenepider- 
mis (3 bis 4 Minuten) von Allium cepa. 

7. Auch das Resistenzverhalien gegen konzentrationsabgestufte Lésungen 
von Borsiéure, Zink-, Mangan- und Vanadiumsulfat entspricht bei den 
Meeresalgen dem der Epidermen von Bliitenpflanzen. Auch diese Resisten- 
zen sind ,,nichtumweltbezogen konstitutionell“ und fiir die einzelnen Arten 
verschieden (Bieb] 1952b). 

8. Die Absterbebilder bei den einzelnen Algen werden beschrieben. Im 
Zweifelsfall ist der Lebenszustand der Algenzellen meist durch Neutralrot- 
farbung eindeutig zu entscheiden. Ulva zeigt diffuse Zellsaftfarbung, Entero- 
morpha hingegen einen kleinklumpigen Niederschlag. In Dictyota ent- 
stehen kriimelige Niederschlige, wahrend sich in den Zellen von Polysi- 
phonia, Callithamnium und Brogniartella dunkelrote Entmischungskugeln 
bilden. In Ceramium ciliatum entstehen solche erst nach nachfolgender 
Plasmolyse in dreifach konzentriertem Seewasser. Bei Porphyra bilden 
sich im Plasma rote Entmischungskiigelchen, die sich der ungefarbten 
Vakuole anlagern. 

9. Die dunkle, fast schwarzolivfarbene Porphyra umbilicalis f. laciniata 
zeigt innerhalb von 24 Stunden erst nach einer Bestrahlungsdauer von 
22 Minuten erste tote Zellen, doch schreitet die tédliche Schadigung als 
Nachwirkung der Bestrahlung innerhalb von 14 Tagen bis herunter zu 
einer Bestrahlungsdauer von 3 Minuten fort, womit sich die Strahlenresi- 
stenz auch dieser Alge der Gréfenordnung der durchschnittlichen Resistenz- 
grenzen nihert. 

10. Lichttransmissionsmessungen an UV-geschadigten Porphyra-Thalli 
lassen vermuten, daB die schon innerhalb von 24 Stunden ab 3 Minuten 
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Bestrahlung auftretende Veranderung des Farbtones nicht auf eine Zer- 
stérung von bestimmten Farbstoffen, sondern auf eine geinderte Verteilung 
derselben und dadurch gesteigerte Lichtdurchlassigkeit zuriickgeht. 


Literatur 


Berthold, G., 1882: Die Bangiaceen des Golfs von Neapel und der angrenzenden 
Meeresabschnitte. Eine Monographie. Fauna und Flora des Golfs von Neapel 8. 

Biebl, R., 1936: Untersuchungen an Rotalgenplastiden. Protoplasma 26. 386. 

— 1937a: Okologische und Zellphysiologische Studien an Rotalgen der englischen 
Siidkiiste. Beih. z. Bot. Centralbl. 57, Abt. A, 381. 

-- 1937 b: Zur protoplasmatischen Anatomie der Rotalgen. Protoplasma 28, 562. 

— 1938a: Trockenresistenz und osmotische Empfindlichkeit der Meeresalgen ver- 
schieden tiefer Standorte. Jahrb. wiss. Bot. 86, 350. 

— 1938b: Tonoplastenbildung bei Heterosiphonia plumosa Batt. Protoplasma 30, 
570. 

— 1939a: Uber die Temperaturresistenz von Meeresalgen verschiedener Klimazonen 
und verschieden tiefer Standorte. Jahrb. wiss. Bot. 88, 389. 

— 1939b: Protoplasmatische Okologie der Meeresalgen. Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 57, 
(78). 

— 1947: Die Resistenz gegen Zink, Bor und Mangan als Mittel zur Kennzeichnung 
verschiedener pflanzlicher Plasmasorten. Sitzber. d. Akad. d. Wiss. Wien, math.- 
nat. KI., Abt. I, 155, 145. 

—- 1949: Vergleichende chemische Resistenzstudien an pflanzlichen Plasmen. Uber 
»Okologische* und ,,nichtumwelibedingte konstitutionelle Resistenzen. Proto- 
plasma 39, 1. 

—- 1952a: Ultraviolettabsorption der Meeresalgen. Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 65, 37. 

— 1952b: Ecological and non-environmental constitutional resistance of proto- 
plasts of marine algae. Journ. Mar. Biol. Ass. 31, 307. 

Cholnoky, B. v., 1937: Protoplasmatische Untersuchungen durch Lebendfairbung 
und Plasmolyse. Math. und naturw. Anzeiger d. ungar. Akad. d. Wiss. 56, 944. 

-- und Hé6fler, K., 1950: Vergleichende Vitalfarbungsversuche an Hochmooralgen. 
Sitzber. d. Ost. Akad. d. Wiss., math.-nat. K1., Abt. I, 159, 143. 

Dangeard, P., 1927: Recherches sur les Bangia et les Porphyra. Le Botaniste 18, 
183 (zit. n. Kiister, 1943). 

Gessner, F., und Diehl, A., 1951: Die Wirkung natiirlicher Ultraviolettstrahlung 
auf die Chlorophylizerstérung der Planktonalgen. Arch. f. Mikrobiol. 15, 439. 
Fritsch, F. E., 1945: The Structure and Reproduction of the Algae. University 

Press, Cambridge. 

Haxo, F. T., und Blinks, L. R., 1950: Photosynthetic Action Spectra of Marine 
Algae. Journ. Gen. Phys. 33, 389. 

Hé6fler, K., 1930: Das Plasmolyseverhalten der Rotalgen. Zeitschr, f. Bot. 23, 570. 

—- 1931: Hypotonietod und osmotische Resistenz einiger Rotalgen. Ost. Bot. Zeitschr. 
80, 52. 

— 1932a: Plasmolyseformen bei Chaetomorpha und Cladophora. Protoplasma 14, 
179. 

— 1932b: Vergleichende Protoplasmatik. Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 50, 55. 

— 1937: Spezifische Permeabilititsreihen verschiedener Zellsorten derselben Pflanze. 
Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 55, 133. 

Hofmeister, L., 1938: Verschiedene Permeabilitatsreihen bei ein und derselben 

Zellsorte von Ranunculus repens. Jahrb. wiss. Bot. 86, 401. 





ee Bit 








(eco nd ESOS A CIEE RAT TERETE SEIS SETIFIS D 


3 
| 
3 
4 
i 








Resistenz der Meeresalgen gegen Licht und UV-Strahlen 377 


Jerlov, N. G., 1950: Ultra-violet radiation in the sea. Nature 166, 111. 
Kiister, E., 1943: Mitteilungen iiber Porphyra. Beitriige zur pathologischen Cyto- 


genese der Meeresalgen. Protoplasma 34, 491. 


Montfort, C., 1929: Die funktionelle Einstellung verschieden gefirbter Meeres- 


algen auf die Lichtintensitiét. Studien zur vergleichenden Okologie der Assimi- 
lation IJ. Jahrb. wiss. Bot. 71, 106. 


- 1930: Die photosynthetischen Leistungen litoraler Farbtypen in gréferen Meeres- 


tiefen. Studien zur vergleichenden Okologie III. Jahrb. wiss. Bot. 72, 776. 


- 1931: Assimilation und Stoffgewinn der Meeresalgen bei Aussiifung und Riick- 


versalzung II. Ber. Dtsch. Bot. Ges. 49 (50). 

1933: Uber Lichtempfindlichkeit und Leistungen roter Tiefseealgen und Grotten- 
florideen an freier Meeresoberfliche. Protoplasma 19, 385. 

1934: Farbe und Stoffgewinn im Meer. Jahrb. wiss. Bot. 79, 493. 


- 1941/42: Lichtlihmung und Lichtbleichung bei Wasserpflanzen. Grundsatzliches 


zur physiologischen Gestalt der submersen Bliitenpflanzen. Planta 32, 121. 
1950: Photochemische Wirkungen des Héhenklimas auf die Chloroplasten photo- 
labiler Pflanzen im Mittel- und Hochgebirge. Zeitschr. f. Naturf. 5b, 221. 


- und Hahn, H., 1950: Atmung und Assimilation als dynamische Kennzeichen 


abgestufter Trockenresistenz bei Farnen und héheren Pflanzen. Planta 38, 503. 
und Zéllner, G., 1942: Bestandigkeit und Zerstérung des Chlorophylls im Blatt. 
Reaktionstypen bei Bestrahlung mit Sonnenlicht. Botan. Archiv 43, 395. 


Munding, H., 1952: Untersuchungen zur Frage der Strahlenresistenz des Chloro- 


phylls in den Chloroplasten. Protopl. 41, 212. 


Oltmanns, F., 1923: Morphologie und Biologie der Algen, 3 Bde. Fischer, Jena. 
Seybold, A., 1934: Uber die Lichtenergiebilanz submerser Wasserpflanzen, vor- 


nehmlich der Meeresalgen. Jahrb. wiss. Bot. 79, 595. 


Walter, H., 1923: Protoplasma und Membranquellung bei Plasmolyse. Jahrb. wiss. 


Bot. 62, 145. 


Protoplasma, Bd. XLI/4. 








Die Viruskérper von Opuntia subulata 


Von 
Fried] Weber und Griseldis Kenda 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 
Mit 6 Textabbildungen 


(Eingelangt am 21. April 1952) 


Weber, Kenda, Thaler (1952) haben iiber das Vorkommen von 
Eiweif-EinschluRkérpern in den Epidermiszellen der Blatter von Opuntia 
subulata berichtet. Die Fortsetzung der Beobachtungen an dieser Kaktee 
hat weitere Strukturen dieser als Viruskérper gedeuteten Gebilde erken- 
nen lassen. Gestalt und Struktur der ,,Eiweif’spindeln von Opuntia subu- 
lata“ variieren sehr stark; fast in jedem Blatt, ja meist auch in verschie- 
denen Teilen ein und desselben Blattes sowie in verschiedenen Geweben 
haben sie ihre Eigenheiten. Aus der Fiille der Formen seien solche be- 
schrieben, die aufschluRreich erscheinen fiir den Bau der Eiweifspindeln. 

Uber die Struktur der Proteinkérper liegen nur wenig Angaben vor. 
Molisch (1885) hat sich dariiber in folgender Weise geaufert: ,,Die Pro- 
teinspindeln sind entweder vollkommen homogen oder verschieden deutlich 
gestreift. Die Streifung ist begriindet in dem fibrillaren Bau der Spindeln, 
welche zusammengesetzt erscheinen aus durch eine Zwischensubstanz von 
anderem Lichtbrechungsvermégen zusammengehaltenen Faden.“ Aus den 
Beobachtungen von Molisch und dhnlichen Angaben von Chmielewski 
(1887) ist zu entnehmen, daft die ,,Zwischensubstanz“ protoplasmatischer 
Natur sein diirfte. Es fragt sich, ob die Zwischensubstanz aus ,,gewohn- 
lichem“ Cytoplasma besteht oder aus dem x-body-Cytoplasma, d. h. einem 
durch die Virusinfektion modifizierten Cytoplasma. Bei locker gebauten 
Spindeln und besonders bei solchen, die sich aus derberen Kristallfasern 
aufbauen, nimmt die zwischen diesen sich befindende Zwischensubstanz 
selbst Spindelformen an. Dieser Aufbau erinnert an den der Taktoide (vgl. 
Schrader 1949). In dem positiven Taktoid sind negative Taktoide ein- 
geschlossen, wobei das positive Taktoid durch die Gesamtspindel, die nega- 
tiven durch die Zwischensubstanz reprisentiert werden (Abb. 1). 

Die améboid oder kugelig gestalteten x-Koérper sind bei Opuntia subu- 
lata recht verschieden stru!-turiert, manchmal ganz fein granuliert, manch- 
mal mit gréber kérnigem Iuhalt, manchmal (besonders in Mesophyllzellen) 
mit einem unentwirrbaren Kniauel feinster Eiweifffaden dicht erfiillt 
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(Abb. 2). Jedenfalls sind die x-Kérper gegeniiber dem iibrigen Cytoplasma 
abgegrenzt; die in den Epidermiszellen vorhandenen Leukoplasten kénnen 


in die x-bodies ebenso we- 
nig eindringen wie in den 
Zellkernraum (Abb. 3). 
Zu beachten ist, da® x- 
K6rper vorgetiuscht wer- 
den kénnen durch op- 
tische Querschnitte fase- 
riger Spindeln (Abb. 4a). 
Je nachdem diese Spin- 
deln aus feineren oder 
groberen Kristallfasern 
bestehen, erscheint dann 
der Pseudo-x-Korper fein 
oder grob granuliert. Ist 
die ,,Spindel“ ring- oder 
halbringférmig umgebo- 
gen, so meint man, bei 
scharfer Einstellung auf 
die optische Querschnitts- 
ebene zwei x-bodies in 
einer Zelle vorzufinden, 
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Abb. 1. Opuntia subulata. Epidermiszellen mit 

Virus-Eiweifspindeln; in a sind die negativen Spin- 

deln (Taktoide) (schwarz) deutlich zu sehen. In c 

ist die Spindel sichelférmig gebogen (Zwischensub- 
stanz schwarz), x-body granuliert. 


die sich polar gegeniiber- 
stehen. Aus dem op- 
tischen Querschnittsbild 
(Abb. 4a) ist im iibrigen, 
besonders bei grobstruk- 
turierten Spindeln, deut- 
lich zu ersehen, daft die 
Fasern in einer ,,Zwi- 
schensubstanz~ eingebet- 
tet liegen. Man wire ge- 
neigt, die ,,Zwischensub- 
stanz~ als Matrix oder 
als Stroma zu bezeichnen, 
wenn diese Worte in der 
Cytologie nicht schon ver- 
geben wiren. 

Noch aufallender wird 
die Existenz der ,,Zwi- 
schensubstanz bei einer 








Abb. 2. Opuntia subulata. Blatt-Mesophyll-Zellen. Struktur, wie sie in Abb. 5 


Grofe x-Kérper mit dichtem Kniéuel von Eiweif- 


faden. 


wiedergegeben ist. Diese 
Struktur ist nur selten 


so deutlich zu sehen und man muf viele Tausende von Zellen mit Virus- 
kérpern durchsuchen, bis man sie zu Gesicht bekommt. Es sind dies relativ 
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breite, sichelférmig gebogene Bander, die schon bei schwacher Vergréferung 
eine zebraartige Querzonierung erkennen lassen. Die breiteren Zonen be- 
stehen aus Biindeln parallel geordneter, dicht gelagerter stab- oder spief- 
férmiger, annihernd gleich langer Eiweifkristalle, die schméleren Bander 
stellen die Zwischensubstanz dar. Verbliiffend wirkt die auferordentliche 
Regelmiafigkeit, mit der die beiden verschiedenen Zonen etwa ein dutzend- 
mal miteinander abwechseln. Die 
breiten Kristallzonen sind stark 
doppelbrechend, die schmileren Zo- 
nen der Zwischensubstanz aber nicht. 
Dieses auffallende Strukturbild 
macht es besonders deutlich, da die 
Eiweifkristalloide (Viruskristalle) in 
einer vom iibrigen Cytoplasma ge- 
sonderten protoplasmatischen Matrix 
Abb. 3. Opuntia subulata. Epidermis- gebildet werden. Warum es in die- 
zellen. Zellkern (oval) und x-Kérper sem Falle zu einer rhythmischen 
(granuliert) von Leukoplasten umgeben. Kristallisation kommt, ist unbe- 
kannt. 

Daf die Eiweifkristalle in der Matrix so streng gesetzmafig angeordnet 
sind, ist eine Ausnahme; viel haufiger ist keine zonale Sonderung zwischen 
Matrix und Kristallen zu sehen, die Kristallchen, die dann meist sehr klein 
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Abb. 4. Opuntia subulata. Epidermiszellen des Blattes. a Grobfaserige, gebogene 
Spindel. Optischer Querschnitt grob granuliert erscheinend. b und c Zweimal unter 
scharfem Winkel geknickte Virus-Eiweifkristalle, Zellkerne kreisrund. 


© 


sind, liegen vielmehr ohne Orientierung in dichten Massen in der proto- 
plasmatischen Grundlage, dem x-body. Die x-Kérper kénnen in diesem 
Falle eine recht betrachtliche Gréfe erreichen. So liegen die Verhiltnisse 
haufig in den Mesophyllzellen des Blattes. 


Zusammenfassung 


Es werden Struktureigentiimlichkeiten der Virus-Eiweifispindeln der 
Blatter von Opuntia subulata beschrieben. Besonders auffallend ist die 
Zebrastruktur, bei der regelmafig FEiweiftkristallpakete und Zwischen- 
substanzzonen miteinander abwechseln. 
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Abb: 5. Opuntia subulata. Blatt Epidermiszellen. Gebogene Virus-Eiweiftspindeln 

zeigen Zonenstruktur. Es wechseln ab Pakete von Eiweifkristallen (doppelbrechend) 

und Zwischensubstanzen (isotrop). Die gemeinsame Grenzschicht, undeutlich zu 
sehen, durch Punktierung angedeutet. 





Abb. 6. Opuntia subulata. Blatt Epidermiszellen. Virus-Eiweifspindeln entweder 

einzeln unorientiert oder beginnende Orientierung und Vereinigung zu gréfReren 

zusammengesetzten Spindeln. Zellkerne kreisférmig, zum Teil umgeben von dege- 

nerierten Leukoplasten. Rechts ein Zellkern in Kontakt mit einem fein granulierten 
x-K6rper. 
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Firbungsanalytische Untersuchungen zur Lage des 
isoelektrischen Punktes der Zellbestandteile in wachsenden 
Zellen und Geweben 


I. Untersuchungen an Pilzmyzelien 


Von 


Hans Otto Schwantes 


(Aus dem Botanischen Institut der Westfalischen Landesuniversitat, Miinster) 
Mit 12 Textabbildungen 


(Eingelangt am 9. Mai 1952) 


Untersuchungen iiber die Lage der isoelektrischen Punkte (mittlerer iso- 
elektrischer Punkt — IEPy) einzelner Zellen und teilweise auch ihrer Be- 
standteile sind von botanischer, zoologischer und medizinischer Seite sehr 
zahlreich durchgefiihrt worden. (Eine Zusammenfassung der alteren Litera- 
tur s. bei Yamaha u. Ishii 1933). Verhilinismafig wenig Angaben dagegen 
finden sich iiber Daten des IEPy der Zellbestandteile im Zuge der Entwick- 
lung und Ausdifferenzierung von Zellen. Es kann angenommen werden, 
daft solche Befunde mit Webers (1929) postulierter physiologischen Un- 
gleichheit bei morphologischer Gleichheit zusammenhangen. 

Gut iibereinstimmende Ergebnisse finden sich in der zoologischen und 
medizinischen Literatur, bei Untersuchungen also, die am tierischen bzw. 
menschlichen Material durchgefiihrt wurden (Yasuzumi 1933—1937, 
Zeiger 1936b u.c, Sturm 1935, Nolte 1947). Hier erfolgte einheitlich der 
Nachweis einer Verlagerung der IEP, mit zunehmendem Alter nach der 
alkalischen Seite hin. Diese Veranderung der Lage der JEPy versuchi 
Zeiger (1936b u. c) damit zu erklaren, daf mit zunehmender plasmatischer 
Verdichtung beim Altern die stoffwechselphysiologischen Verhialitnisse im 
Gewebe verschlechtert werden. Nun lassen sich die Stoffwechselvorgange 
von tierischen und pflanzlichhen Geweben wohl kaum miteinander verglei- 
chen. Aus den geringen Angaben, die von botanischer Seite in dieser Hin- 
sicht gemacht werden, kénnen noch keine derartigen Schliisse gezogen 
werden, vor allem da die einzelnen Versuchsergebnisse nicht einmal mitein- 
ander iibereinstimmen. So geben Yamaha und Ishii (1933) an, daft bei 
alten Zellkernen der IEPy gegeniiber jiingeren in den sauren Bereich hin 
verlagert ist. Auch Drawert (1937 b) findet fiir einzelne Zellbestandteile 
bei der Wurzelspitze und Zwiebelschuppenepidermis von Allium cepa die 

















H. O. Schwantes: Untersuchungen zur Lage des isoelektrischen Punktes 383 


gleiche Tendenz. Allerdings erhalt Drawert (1938) bei Helodea wider- 
sprechende Ergebnisse, naémlich eine Verschiebung mit zunehmender Ent- 
wicklung in den alkalischen Bereich, die er selber gegeniiber seinen friiheren 
Versuchen noch nicht zu erklaren weit. Bei Strugger (1932) liegen An- 
gaben einer Veranderung des IEP, der Karyolymphe mit zunehmendem 
Alter nach dem alkalischen Bereich und (1938) fiir das Zytoplasma bei 
Helodea in den sauren Bereich vor. Es laft sich also auf Grund dieser Ver- 
suchsergebnisse noch nichts Endgiiltiges iiber die Veranderung der plasmati- 
schen Zusammensetzung der pflanzlichhen Gewebe mit zunchmender Ent- 
wicklung und Alterung aussagen. 

Es erschien daher wesentlich, die gesetzmafigen Verschiebungen des 
IEP von Zellbestandteilen, welche letzthin auf Veranderungen der Eiweif- 
kérper beruhen, im Laufe der Entwicklung einzelner Gewebe einer syste- 
matischen Analyse zu unterziehen und diese Versuche durch verschiedenes 
Material auf eine breitere Ebene zu stellen, um zu sehen, inwieweit bisher 
festgestellte Gradienten der ,,Protoplasmatischen Pflanzenanatomie“ im 
Sinne Webers (1929), zumal die bei der Vitalfarbung gefundenen, mit einer 
Verainderung der Lage der IEP Hand in Hand gehen bzw. eventuell hier- 
durch bedingt werden kénnen. 


Allgemeine Methodik 


Infolge der verschiedenen physikalischen Eigenschaften der Eiweife im IEF 
(Hardy 1900, Loeb 1919, Michaelis 1922) ergeben sich auch die verschiedensten 
Bestimmungsmethoden desselben. Eine Zusammenfassung hieriiber bringen P feif- 
fer (1929) und Yamaha u. Ishii (1933). In der vorliegenden Arbeit soll nur die 
Methode der Erfassung des Adsorptionsminimums angewendet werden. 

Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes auf farberischem Wege, also durch 
Elektroadsorption von Farbstoffionen, wurde die von Strugger (1940) erarbeitete 
und von Nordmeyer (1947) versuchsweise an Bakterien erstmalig angewandte 
Acridinorangemethodik benutzt. Strugger (1940) konnte zeigen, daf die Be- 
stimmung des Entladungspunktes der Membranen am lebenden Objekt mit Acridin- 
orange méglich ist. Diese beruht auf einem Konzentrationseffekt, der oberhalb des 
Entladungspunktes der Membran in einem Farbumschlag von Griin iiber Orange 
nach Kupferrot sichtbar wird. Gleichzeitig bewies Strugger, daf ebenderselbe 
Farbumschlag beim absterbenden bzw. abgestorbenen Protoplasma auf dem gleichen 
Konzentrationseffekt beruht. Das Acridinorange fluoresziert namlich innerhalb 
seines Dissoziationsbereiches (bis Py 6,5) in starker Verdiinnung (1: 10000) gelb- 
griinlich. Durch Konzentrierung erfolgt dann ein Farbums¢hlag iiber Orange nach 
Kupferrot (1: 100). Wahrend das lebende Protoplasma ein geschlossenes, hodh- 
geordnetes System darstellt, in welches die Acridinorangekationen nur in beschrank- 
ter Zahl eingelagert werden kénnen, erfolgt beiéder Denaturierung der Eiweif- 
kérper eine starke elektroadsorptive Speicherung der Farbkationen, da das kunst- 
volle, submikroskopische Eiweifmicellargeriist zerstért ist. Eine elektroadsorptive 
Speicherung von Farbkationen und damit eine Rotfarbung ist natiirlich nur ober- 
halb des IEPy méglich, wihrend unterhalb desselben infolge der Gleichsinnigkeit 
der Ladungen nur eine Imbibitionsfarbung von griinem Fluoreszenzton sichtbar 
wird. Durch diesen Farbumscdhlag also la&t sich der isoelektrische Punkt des fixier- 
ten Protoplasten leicht ermitteln (s, a. Nordmeyer 1947, Kélbel 1947—1949 und 
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Strugger 1949a u. b). Der p,-Bereich des Farbumschlages nach Orange ist gleich 
dem IEP des zu untersuchenden Objektes zu setzen. 

Das Acridinorange (3-6 Tetramethyldiaminoacridin) wurde von Strugger 
(1940) und Kélbel (1947) einer genauen Analyse unterzogen. So konnte von 
Kélbel (1947) durch quantitative Versuche Struggers Theorie iiber die elektro- 
adsorptive Natur der Bindung des Acridinorange an Zellulose und Eiweifkérpern 
belegt werden. 

Das Versuchsmaterial wurde auffer bei den Versuchen mit verschiedenen Fi- 
xierungsmitteln 10 bis 15 Minuten in 70% Athylalkohol zur Denaturierung ein- 
gelegt, denn es ist auf farberischem Wege nicht méglich, am lebenden Protoplasma 
den IEP zu bestimmen. ’ 

1. Dringen die Farbstoffe infolge 
der semipermiablen Eigenschaften der 
Plasmagrenzschichten nur schwer ein, 


Tab.i. Bestimmung des IEP von 
Gelatine mit einem Farbstoff- 
paarundAcridinorangemethode 











(Farbedauer 2 Stunden). 2. wird das lebende Plasmaeiweif- 
geriist nur selten gefirbt, 
Fe Saure- (Toluidin-| Acridin- 3. gleicht sich der p,,-Wert im Proto- 
i fuchsin blau { plasma beim Einlegen in Pufferlésungen 
nicht ohne weiteres dem duferen Me- 
2,9 Si eit aoe Re cect med dium an. Dies ist aber eine Voraus- 
setzung fiir die Durchfiihrung der Be- 
3,1 ++ as aT stimmung des IEP mit Farbstoffen. 
| grin a : 
44 Nach der Fixierung wurde in ge- 
ee pote griin pufferten Farblésungen (Acridinorange 
1: 10000) und anschlieRend in farblosen 
3,5 + | + ++ 


orange Pufferlésungen vom gleichen p,-Wert 

ape (s. Struggger 1949) ausgewaschen. Die 
Ae i a RE cate orange Differenz in der p,,-Reihe betrug durch- 
‘eek schnittlich 0,3, doch wurden teilweise 

4,1 = +++ kupferrot "och engere Spannen gewahlt. Der 
Unterschied des p,-Wertes zwischen 


| 
| 
| 


| = j++++ seamen Farb- und Pufferlésungen iiberschritt 
i444 maximal 0,04 nicht, denn beide Lésun- 
48 As ++++ | kupferrot gen wurden zusammengemischt, dann 


| ieeioe geteilt und der einen die Farbstamm- 
sa uel een ++++ | kupferrot lésung und der anderen Aqua bidest. 
zugegeben. 

Zum Vergleich zwischen der [EP-Bestimmungsmethode mit einem sauren und 
einem basischen Farbstoff (Pischinger 1926, Naylor 1926, Drawert 1937a) 
und der Acridinorangemethode wurden zunichst Untersuchungen am Gelatine- 
modell angestellt. Pischinger (1926) und Drawert (1937a) geben namlich auf 
Grund ihrer Versuche mit einem Farbstoffpaar den IEP der Gelatine mit einem 
Wert bei Py 45 an, wahrend Kélbel (1947) auf Grund von Untersuchungen mit 
dem basischen Farbstoff Acridinorange zu einem Wert bei P,, 3.3 gelangt. Da die 
Bestimmung des IEP mit einem sauren und einem basischen Farbstoff gegeniiber 
der Acridinorangemethode auf demselben Prinzip beruht, naémlich der elektro- 
adsorptiven Farbstoffspeicherung, mufte der Unterschied in verschiedenartiger 
Gelatine zu suchen sein, da die Gelatine verschiedener Herkunft war und auch keine 
chemisch einheitlich reine Substanz darstellt. Um aber alle méglichen Fehlerquellen 
in der Methodik auszuschalten, wurden auf Objekttrigern kleine Gelatinemodelle 
in Form eines Tropfens aus 20% Gelatine hergestellt und mit beiden Bestimmungs- 
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methoden der JEP der benutzten Gelatine festgelegt. Als Farbstoffpaar gelangten 
Saurefuchsin und Toluidinblau zur Verwendung. Angefirbt wurde mit atlen drei 
Farbstoffen zwei Stunden. Tab. 1 zeigt, da& beide Methoden die gleichen Ergebnisse 
lieferten, wie auch spitere Versuche, die an anderer Stelle veréffentlicht werden 
sollen, vollkommen konform liefen. Der IEP der verwendeten Gelatine lag bei 
P,, 3,5. Wenn sich demnach bei verschiedenen Literaturhinweisen abweichende 
Werte fiir die Lage des IEP der Gelatine finden, so sind diese Differenzen wahr- 
scheinlich in der unterschiedlichen Reinheit bzw. Herkunft der Gelatine zu suchen. 


Plasmatische Unterschiede im Laufe der Entwicklung des 
polyenergiden Myzels von Phycomyces Blakesleeanus 


Die ersten [EP-Bestimmungen an Pilzmyzelien wurden von Scott (1923) 
und Robbins (1924) an Rhizopus nigricans und Fusarium lycopersici 
durchgefiihrt. Die weitere Literatur findet sich bei Yamaha und Ishii 
(1933). Doch wird in diesen Arbeiten nur der IEP fiir das gesamte Myzel 
angegeben, ohne daff die Verfasser auf die Einzelwerte der verschiedenen 
Zellorte und Zellbestandteile eingehen kénnen. Auch wurden keinerlei Ver- 
anderungen beriicksichtigt, die im Laufe der Entwicklung méglich wiren. 
Fine eingehende Vitalfarbungsanalyse an Phycomyces Blakesleeanus hat 
Johannes (1939 und 1950) durchgefiihrt. Er verwendete dabei den basi- 
schen Farbstoff Neutralrot (1939) und konnte diese Ergebnisse (1950) mit 
Acridinorange bestatigen bzw. erganzen. Beide Male trat hierbei zwischen 
jJungen und alien Myzelteilen ein ausgesprochener Farbungsgradient auf. 
So schwand bei niedrigerem p,-Wert die Membranfarbung zuerst in den 
Spitzenregionen, also den stark wachsenden Hyphenteilen, und machte einer 
Trépfchenfirbuag im Plasma Platz. Es war dadurch vitalfarberisch méglich, 
die Wachstumszonen von den alteren Myzelteilen zu unterscheiden. Gleich- 
zeitig konnte er auf diese Weise die Gametangien des (-++-)- und des (—)-Stam- 
mes auseinanderhalten, die sich morphologisch vollkommen gleichen. Er 
vermutete bei diesen Ergebnissen Unterschiede im IEP der Plasmakolloide. 

Es erschien nun von Interesse, ob diese von Johannes (1939 und 1950) 
aufgedeckten Gradienten auch am fixierten Material auftreten, wie es 
Drawert (1938) fiir Helodea bereits nachweisen konnte, und welche Ver- 
schiebungen der IEPy sich in den einzelnen Wachstumszonen bemerkbar 
machen. 


Spezielle Methodik 


Der normale Malzagar wirkt sich, da er das Acridinorange weitgehend adsor- 
biert, bei den fluoreszenzoptischen Untersuchungen stérend aus. Strugger 
(1949a) und auch Johannes: (1950) empfehlen daher einen Gummiarabikum- 
Nahrboden. Ebenso gute Ergebnisse lassen sich mit einer Nahrlésung in der ge- 
woéhnlichen Zusammensetzung aus 3% Malz und 0,5% Pepton ohne weitere ver- 
festigende Zusatze gewinnen. 

Der Phycomyces-Stamm — aus dem Mikrobiologischen Institut in Gottingen 
bezogen — befindet sich im Botanischen Institut Miinster in standiger Kultur. Das 
Versuchsmaierial wurde auf entfetteten Objekttraigern angesetzt. Dabei wurden 
groRere Tropfen Nahrlésung mit Sporen beimpft und dann die Objekttrager. zu 
mehreren in sterilisierten feuchten Kammern zusammengefafi, zum Bebriiten in 
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den Thermostaten iibertragen. 27°C erwies sich als Temperatur eines giinstigen 
Wachstums. Um Hungermyzelien zu vermeiden, erwies es sich als wesentlich, bei 
Kulturen, die mehrere Tage brauchten, um das gewiinschte Stadium zu erreichen, 
taglich ein Trépfchen Nahrliésung hinzuzugeben. Damit trotz Lagerung in feuchter 
Kammer keine Konzentrierung des Nahrmediums eintrat, wurde auferdem von 
Zeit zu Zeit (alle paar Tage) mit einem Tropfen sterilisierten Leitungswassers ver- 
diinnt. Zur Auswertung gelangten nur solche Priparate, die frei von Fremdinfek- 
tionen waren. Hatte das Myzel das erwiinschte Stadium erreicht, so wurde es so- 
fort mit 70% Alkohol 10 bis 15 Minuten in Farbekiivetten fixiert, an der Luft ge- 
trocknet und mit Acridinorange 1 : 10 000 in den verschiedenen Dp, Werten angefiarbt. 
Durch diese Methode hafteten wie bei einem Ausstrichpriparat immer geniigend 
Myzelien am Objekttriger. Die Farbedauer, die in verschiedenen Versuchsreihen 
ermittelt wurde, betrug 1 Stunde 30 Minuten bis 2 Stunden je nach Alter des Myzels. 
Kurze Fiarbungszeiten erbrachten uneinheitlichhe und teilweise widersprechende 
Bilder. da die Farbstoffspeicherung in den einzelnen Zonen verschieden schnell er- 
folgte und es sich auch auswirkte, wenn die Hyphen an einzelnen Stellen sehr dicht 
gelagert waren. Anschliefend wurde in Pufferlésungen vom gleichen p,-Wert 
20 Minuten ausgewaschen. 


Sporen 


Die ausgereiften Sporen von Phycomyces sind von einer derben Mem- 
bran umgeben. Schopfer (1940).fand in diesen Membranen ein Pigment, 
das Johannes (1950) als fluoreszenzlischend erkannte. Bei Fixierungs- 
versuchen mit Alkohol lief es sich nun feststellen, daf hierbei dieses Pigment 
herausgelést wird, denn danach war die Farbung der Sporen mit Acridin- 
orange einwandfrei zu beobachten. Bei den ausgereiften Sporen gelingt eine 
Abtétung des Plasmas durch Alkohol auch in den verschiedensten Konzen- 
irationen selbst nach 2 bis 3 Tagen nicht. Infolgedessen war eine [EP-Be- 
stimmung nicht méglich. Diese derartig vorbehandelten Sporen, bei denen 
also das Pigment durch Alkohol herausgelést war, zeigten nach Anfarbung 
mit Acridinorange Vitalfarbung und lieRen sich auch auf Malzagar kulti- 
vieren. Vereinzelie abgestorbene Sporen wurden nicht gewertet, da die 
Griinde fiir dieses Absterben nicht erfaRbar waren, auferdem bereits plas- 
matische Umsetzungen stattgefunden haben konnten. Gut fixierbar dagegen 
sind junge Sporen, die sich gerade im Sporangium gebildet haben. Sie sollen 
aber, da eine Gegeniiberstellung zwischen jiingeren und ausgereiften Sporen 
nicht durchgefiihrt werden kann, erst im Zusammenhang mit dem Sporan- 
gientrager behandelt werden. 


Sporenkeimung und Keimmyzel 


Morphologisch unterscheiden sich die Sporen des (++)- und des (—)-Stam- 
mes nicht. Die Keimung der (—)-Sporen dagegen verzégert sich um etwa 
4 Stunden. So beginnt die Keimung der (+)-Sporen nach 8, die der 
(—)-Sporen nach 12 Stunden. Leider lie& sich eine IEP-Bestimmung an den 
ruhenden Sporen beider Stamme, wie oben berichtet, nicht durchfiihren. 
Vom Augenblick der Keimung an verhalten sich beide Stamme wahrend der 
gesamten vegetativen Phase in bezug auf den IEP gleich. Beim (-++)-Stamm 
findet ein bedeutend intensiveres Wachstum statt, das sich aber nicht in 
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plasmatischen Unterschieden der Wachstumszonen aufert. Es werden daher 

auBer bei der Gametangienbildung nur die Ergebnisse des (-++)-Stamimes ge- 

schildert, und diese decken sich vollkommen mit denen, die bei Phycomyces 

(—) gewonnen wurden. 

12 Stunden nach Anlage der Kultur ist ein Keimmyzel, wie es Abb. 1 
zeigt, zu beobachten. Die Kerne, die sich meist in Mehrzahl an den wachsen- 
den Spitzen, sonst aber gleichmafRig iiber das ganze Myzel verteilt finden 
-—— besonders aber auch an Stellen, wo Verzweigungen angelegt werden 
sollen (Haberlandt 1887) —, lassen sich nach der Fixation in Alkohol und 
Anfarbung mit Acridinorange sehr deutlich erkennen. Ist in einem p,- 
Bereich von 2,6 gefirbt worden, fluoresziert das Zytoplasma griin, wahrend 
die Kerne intensiv griingelb aufleuchten. Erfolgte die Anfarbung bei einem 
Py- Wert von 3,9, treten die Kerne mit ihrem griingelben Farbton noch deut- 
licher aus dem inzwischen orange fluoreszierenden Zytoplasma heraus. Der 
groéRtméglichen Exaktheit wegen wurde parallel die Feulgensche Nukleal- 
reaktion mit Erfolg zur Identifizierung der Kerne herangezogen. 

In einem Versuchsprotokoll sollen die Firbungsergebnisse einer p,-Reihe 
wiedergegeben werden, die sich an einem 12 Stunden alien Keimmyzel nach 
Fixation in 70% Alkohol und Anfarbung mit Acridinorange 1: 10000 
(1% Stunden Farbedauer) gut reproduzieren lassen. 

Py 2:6: Membran, Kerne und Zytoplasma fluoreszieren sowohl in der Keimspore 
als auch in allen Teilen des Keimschlauches griin. 

Py 3.0: Membranen und Kerne haben ihre griine Farbung behalten. Das Zyto- 
plasma dagegen weist in dem dem Keimschlauch abgewandien Teil der 
Spore einen Farbumschlag nach Orange auf, der nach dem Keimschlauch 
zu iiber Gelb in Griin iibergeht. Es lat sich also eine polare Differen- 
zierung nachweisen. 

Py 3:4: Aufer in den Spitzenregionen ist der Entladungspunkt der Membranen 
erreicht bzw. iiberschritten. So fluoresziert die Membran der Keimspore 
kupferrot, die der Keimschlauchbasis und Mitte orange, und nur die 
Spitzenmembran hat die Griinfarbung beibehalien. Die Orangefairbung 
des Zytoplasmas hat sich iiber die ganze Spore bis zu den Spitzenpartien 
der Keimschliuche ausgedehnt. In den Spitzenwachstumszonen dagegen 
fluoresziert das Zytoplasma noch griin. Die Kerne weisen keine Farb- 
anderung gegeniiber dem vorigen p,,-Wert auf. 

Py 3:9: Die Membranen des ganzen Keimmyzels leuchten jetzt kupferrot. Beim 
Zytoplasma ist der Umschlagspunkt ebenfalls iiberall erreicht bzw. iiber- 
schritten. Gegeniiber einer kupferroten Farbung in der Spore steht eine 
orangefarbene im Keimschlauch. Die Kerne fluoreszieren weiterhin alle griin. 

Pp, 4,3: Die Kupferrotfarbung der Membranen hat sich nicht mehr verandert. 
Das Zytoplasma ist nur noch in den Spitzen orange gefarbt, alle anderen 
Teile erstrahlen kupferrot. Die Kerne der Keimspore und der angrenzen- 
den Keimschlauchbezirke sind jetzt kupferrot. In den Spitzenpartien liegt 
der Umschlagspunkt noch héher, dort haben also die Kerne die Griin- 
farbung behalten. 

Py 3.0: Aufer den Membranen fluoreszieren auch das gesamte Zytoplasma und 
alle Kerne kupferrot. 

5: Unverandert. 
Py 5:9: Unverandert. 
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Es ergaben sich also deutliche polare Differenzen zwischen 
den wachsenden Spitzenregionen und den dlteren, also friiher 
angelegten Teilen, besonders auch der Keimspore. Der orange- 
farbene Ubergang zu der maximalen Speicherung des Acridinorange nach 
Kupferrot war bei den Membranen und Kernen nur auf einen sehr kurzen 
Py-Bereich beschrinkt, waihrend er beim Zytoplasma doch recht lange sicht- 
bar blieb (etwa 1 p, Differenz). Es erschien daher interessant, die genaue 
Lage der einzelnen IEPy der Zellelemente zu ermiiteln. Bei Einengung 
durch bedeutend kleinere p,-Intervalle und 
iiber 40 Untersuchungsreihen wurde ein 
Bild von der genauen Lage der Umschlags- 
punkte erhalten, das in Abb. 1 wieder- 
gegeben ist. 

Bei der Bestimmung der IEP wurde der 
Farbumschlag von Griin nach Orange als der 
Bereich des IEPy gewertet. Wie bereits in den 
Ausfiihrungen iiber die allgemeine Methodik 
auseinandergesetzt ist, findet unterhalb des 
[EP mit Acridinorange infolge der Gleich- 
sinnigkeit der Ladung nur eine Imbibitions- 
farbung statt, die sich in einem griinen 
Fluoreszenzfarbton ‘&ufert. Oberhalb des 
IEP erfolgt durch elektroadsorptive Speiche- 
rung der Acridinorangefarbkationen der 
Konzentrationseffekt und damit der Farb- 
umschlag iiber Orange nach Kupferrot. Die 
Orangefarbung ist damit bereits ein Zeichen 
dieses Konzentrationseffektes und kann so- 
mit als Bereich des [EPyangesehen werden. 





Abb. 1. Lage der IEPy der 
verschiedenen Zellbestandteile 
an einem 12 Stunden alten 
Keimmyzel von Phycomyces 
Blakesleeanus. (Zahlen geben 


den p,-Wert wieder. (M= Der Entladungspunkt der Membranen 
Membran, K=Kern,P=Zyto- liegt in den Wachstumszonen der Keim- 
plasma.) schliuche bei p, 3.5 und verschiebi sich 


nach der Keimspore zu langsam in den 
sauren Bereich, so da in der Keimsporenmembran selber ein Wert von 
Py, 3.4 ermittelt wurde. Bei den Membranen kann man von keinem IEP 
sprechen, da sie zum gréten Teil aus Kohlehydraten und deren Abkémm- 
lingen bestehen, wihrend die Ampholyite sehr stark zuriicktreten. So konnie 
auch Czaja (1934) bei Untersuchungen an Fichtenholzraspeln keine Um- 
Jadung, sondern nur eine Entladung feststellen. Drawert (1937), Strug- 
ger (1940) und Héfler (1946) schlagen daher die Bezeichnung Eniladungs- 
punkt vor. Johannes (1950) gibt auf Grund von Vitalfarbungen mit 
Acridinorange den Entladungspunkt der Keimmyzelmembranen mit p, 3.2 
an. Gleichférmig mit der Membran lauft das Gefalle beim Zytoplasma von 
Py 3.9 bis py 2.9 und in den Kernen von p, 4,8 bis p, 4,0 in Richtung von 
der Spitze zur Keimspore. 
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Das 24 Stunden alte Myzel 


Das Wachstum des Myzels erfolgt jetzt sehr rasch. Es werden zahlreiche 
Verzweigungen angelegt. Es lassen sich bei den ‘Hyphenendigungen, wie 
bereits Johannes (1939) anfiihrt, morphologisch zwei verschiedene Typen 
unterscheiden. Die einen sind mehr zu einer Spitze ausgezogen, wahrend 
die anderen rundlich enden. Die in iiber 30 Versuchsreihen ermittelte topo- 
graphische Verieilung der IEP, wird 
in Abb. 2 wiedergegeben, bei der Aus- M 2,9 
schnitte aus 24 Stunden alten Kulturen 
gezeigt werden. 

Der Gradient, der beim Keimmyzel 
deutlich wurde, lat sich auch weiter- 
hin nachweisen, ja er hat sich infolge 
der Zunahme der Alterung der sporen- 
nahen Regionen des Myzels nur noch 
verstarkt. So stehen den IEP, in den 
Spitzenregionen, die ihre Werte vom 
Keimmyzel her behalten haben, mit 
Zytoplasma p, 3,9, Kerne p, 4,8 und 
Membran p, 3,5 diejenigen der Keim- 
spore gegeniiber mit p, 2.6 fiir das 
Zytoplasma, p,, 3.8 fiir die Kerne und 
Py 2:9 fiir die Membran (wobei es 
sich bei den Membranen, wie bereits 
bemerkt, um den Entladungspunkt 
handelt). Die _dazwischen liegenden kkb. 2. Topegrephihe Wooton 
Myzelteile erweisen sich als Ubergangs- der IEP, der verschiedenen Zell- 
bereich, doch ist der mit Zytoplasma  hestandteile an einem 24 Stunden 
bei py 3.3, Kerne bei Py 44, Membran alten Myzel von Phycomyces Bla- 
bei Py 3.3 angegebene Werte in gréfe- _kesleeanus. Keimspore und Hyphen- 
ren Teilen zu verfolgen, sinkt also erst endigungen dargestellt. (M = Mem- 
nach der Spore hin zur sauren Seite bran, K = Kern, P = Zytoplasma.) 
ab und verschiebt sich gegen die ver- 
halinismaRig schmale Spitzenregion in den weniger sauren Bereich. Unter- 
brochen wird der Gradient an bestimmten Stellen, sobald junge Verzweigun- 
gen oder Sporangientrager nachtraglich angelegt werden, denn jetzt erfolgt 
an diesen bereits gealterten Myzelteilen eine Verschiebung der Umschlags- 
punkte in p,-Bereiche, wie sie von den Wachstumszonen her bekannt sind. 
Doch wird, wenn die neue Wachstumszone entsprechend weit von der 
Gabelung entfernt liegt, an der Gabelstelle der alte Wert wieder erreicht, 
womit der durchlaufende Gradient der Haupthyphe wiederhergestellt ist. 
Genauer soll diese Erscheinung erst bei Penicillium beschrieben werden. 

Interessant erscheint auch der Unterschied, der zwischen den spitzen und 
runden Hyphenendigungen besteht. Kerne und Membranen weisen zwar 
nur eine geringfiigige Differenz in der Lage der IEP, auf, die Verschieden- 
heit der Ladung des Zytoplasmas ist dagegen recht deutlich bemerkbar. 
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Bereits de Bary (1886) und Reinhardt (1892) haben darauf hingewiesen, 
dafi mit steigender Wachstumsintensitat eine Zuspitzung der Hyphen er- 
folgt. Diesen eben geschilderten plasmatischen Unterschied zwischen den 
beiden Spitzenarten konnte auch Johannes (1939) an Phycomyces-Vital- 
firbungen mit Neutralrot fesistellen und belegte die gréftere Langen- 


zunahme in der Zeiteinheit bei den spitzeren Hyphenendigungen durch 
Wachstumsmessungen. 






M 33 
@ K 44 
M 35 P33 
/K 48 M 28 
P 39 





Abb. 3. Topographische Ver- Abb. 4. Topographische Abb.5. Topographische Ver- 
teilung der IEPy der ver- Verteilung der IEPy der _ teilung der IEPy der ver- 
schiedenen Zellbestandteile verschiedenen Zellbestand-  schiedenen Zellbestandieile 


an einem jungen Sporan-_ teile an einem etwas wei- an einem Sporangientrager 
gientrager von Phycomyces ter entwickelten Sporan- von Phycomyces Blakes- 
Blakesleeanus. Alter der  gientréger von Phyco- _leeanus, der bereits Sporen 
Kultur 36 Stunden. (M = myces Blakesleeanus. Al-  ausgebildet hat. Alter der 
Membran, K = Kern, P = ter der Kultur 36 Stunden. Kultur 36 Stunden. (M= 
Zytoplasma.) (M = Membran, K = Membran, K=Kern, P= 

Kern, P = Zytoplasma.) Zytoplasma). 


Der Sporangientrager 


Nach etwa 24 Stunden schreiten die alteren Myzelteile zur Anlage ein- 
zelner Sporangientraiger. Nach 36 Stunden sind Sporangientrager und Spo- 
rangien aller Entwicklungsstadien anzutreffen. Abb.3, 4 und 5 zeigen die 
untersuchten Stadien des Sporangientrigers und geben gleichzeitig eine 
topographische Verteilung der IEPy wieder, wie sie aus iiber 40 Versuchs- 
reihen gewonnen wurde. 

Der junge Sporangientraiger besitzt ebenfalls ein ausgesprochenes 
Spitzenwachstum, das sich durch die extreme Lage der IEPy im weniger 
sauren Bereich auszeichnet. In der basalen Zone der Haupthyphe zu ver- 
schieben sich die Umschlagspunkte in den sauren Bereich. Im jungen Ent- 
wicklungsstadium verlauft dieser Vorgang zunichst nicht sehr stark, so daft 
der Gradient von der Spitze zur Basis des Sporangientragers in der Haupt- 
hyphe fortgesetzt scheint, dann aber nach Abschniirung des Sporangiums 
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tritt im Sporangientrager eine rapide Alterung ein, die nach Ausbildung 
der Sporen im Sporangium im apikalen Teil des Sporangientragers sogar 
diejenige der Haupthyphe iibertrifft. Es besteht jetzt also hier kein ein- 
heitliches Gefalle zur Keimspore hin, sondern der Sporangientrager nimmt 
eine Sonderstellung ein. Im Sporangium sinkt bei der Enistehung der 
Sporen die Lage der IEPy der Sporenbestandteile ebenfalls in den sauren 
Bereich ab. Wie weit dieser Abfall zu gehen vermag, konnte aus fixierungs- 
technischen Schwierigkeiten, wie bereits mitgeteilt, nicht untersucht werden. 
Es lassen sich aber ahnliche Verhalinisse vermuten, wie sie im folgenden 
an Penicillium glaucum mitgeteilt werden sollen. 

Die meisten Teile des Sporangientragers, besonders die Basis kurz ober- 
halb der Abzweigung, besitzen, wie Johannes (1950) angibt, ebenfalls 
das von Schopfer (1940) entdeckte Pigment und sind somit fluoreszenz- 
léschend. Nach Fixierung in 70%igem Alkohol ist auch hier das Pigment 
herausgelést, so da die Anfarbung gut sichtbar wird. 


Unterscheidung des (+)- und-des (—)-Stammes von Phycomy- 
ces Blakesleeanus mit Hilfe der verschiedenen Lage der 
IEP, der Kopulationsorgane 


Seit Blakeslee (1904) hat man immer wieder versucht, qualitative 
oder quantitative physiologische Unterschiede zwischen dem (+-)- und dem 
(—)-Stamm der isogamen heterothallischen Mucoraceen aufzudecken. Jo- 
hannes (1939) gelang es, durch Vitalfarbung beide Stéamme infolge ihrer 
unterschiedlichen Neutralrotspeicherung voneinander zu unterscheiden. Es 
wurde daher in zahlreichen Versuchsreihen ebenfalls nachzuweisen ver- 
sucht, da eine Differenz im IEP, des Protoplasmas vorliegt. Es kam hierbei 
nicht so sehr auf eine Verfolgung der zunehmenden Alterung bei der Ent- 
wicklung der beiden Kopulationsiste an, die demselben Prinzip wie bei 
den Sporangientragern und Hyphen unterworfen ist, als vielmehr auf die 
Unterscheidung des (-+)- und des (—)-Stammes. 

Zur Methodik muf hier folgendes hinzugefiigt werden: Auf dem Objekttrager 
wurden zwei dicht beieinanderliegende, gekennzeichnete Tropfen Niahrlésung ein- 
mal mit Sporen des (+)-, der andere mit solchen des (—)-Stammes beimpft. Nach 
Fortschreiten der Keimung wurde eine Verbindung der beiden Tropfen durch 
weitere Nahrlésung hergestellt. Die beiden Myzelien wuchsen nun aufeinander zu 
und bildeten die bekannte Trennungszone. Nach 6 bis 8 Tagen waren Kopulations- 
organe in allen Stadien angelegt. 

An zwei gegeniiberliegenden Hyphen erfolgt eine starke Verbreiterung, 
damit geht eine Umlagerung der IEPy beider Hyphenendigungen (Ko- 
pulationsaste) in den weniger sauren Bereich vor sich. Wenn die Suspen- 
soren anfangen sich zu strecken, wird die Wachstumszone an der Spitze 
lokalisiert. Es laRt sich dann also ein Wachstumsgradient nachweisen, wie 
er beim jungen Sporangientriger bereits beschrieben wurde. Auch die 
Werte der IEP,, fiir das Zytoplasma, die Kerne und der Entladungspunkt 
der Membran gleichen denen, die beim Sporangientrager angefiihrt wur- 
den. Ist die Streckung des Suspensors beendet und die Quermembran 
zwischen Suspensor und Gametangium ausgebildet, sinken die IEPy-Werte 
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der Zellbestandteile in den Sexualorganen nach dem sauren Bereich ab. 
Gleichzeitig unterscheiden sich die Gametangien und Suspensoren beider 
Staémme in ihrem isoelektrischen Verhalten. Dieser physiologische Unter- 
schied macht sich aber nicht bei den anderen Teilen des Myzels bemerkbar. 
Es lassen sich somit die Kopulationsorgane beider Myzelarten und damit 
beider Staémme firberisch voneinander unterscheiden. Infolge der Ver- 
schlingungen und Verzahnungen, welche die Kopulationshyphen unterhalb 
der Suspensoren bilden, war es nicht immer leicht, die beiden Stémme von- 
einander zu unterscheiden. Vielmehr muftie der Verlauf der Hyphen ge- 
nauestens verfolgt werden, denn an den Verzahnungen laft sich bereits 
kein farberisch unterschiedliches Verhalten der beiden Myzelien feststellen. 


Abb. 6 stellt ein Kopulationssta- 


M 31 M 32 dium aus einer 8 Tage alten Kultur 
K 42 K 44 dar. Die IEP , wurden in iiber 30 Ver- 


P30 P3 suchsreihen ermittelt. Die IEPy des 
—i err (+)-Stammes liegen deutlich héher als 
die des (—)-Stammes. Dieser Unter- 
schied ist nicht nur auf die Gametan- 
gien beschrankt, sondern zeigt sich 

+ genau so in den Suspensoren, ohne die 
anderen Myzelteile zu _beeinflussen. 







”M 3h 


ot 4 Nf Der Unterschied im IEPy lat sich bis 
P 32 Pa zur Ausbildung der Zygote verfolgen. 


Dann gleichen sich nach der Plasmo- 
Abb. 6. Werte der [EPy einzelner gamie die Werte beider Suspensoren 
Zellbestandteile in Gametangien und an und es erfolgt eine rasche Alterung, 
Suspensoren von Phycomyces Blakes- dabei wird die Lage der TEP, der 
leeanus aus einer 8 Tage alten Kul- Zellbestandteile in den tibrigen Myzel- 
tur. (Mf = Membran, K = Kern, teilen in ahnlicher Weise unterschrit- 
a ten, wie es auch schon beim Sporan- 
gientrager sichtbar wurde. Die Aliters- 
unterschiede der Suspensoren lassen sich leicht an der verschiedenen 
Gréfe der Dornen und die bald einsetzende Umhautung der Zygote er- 
kennen, so daft auch am fixierten Material, an dem ja keine Weiterbeob- 
achtung des Wachstums médglich ist, hieriiber gesicherte Angaben gemacht 
werden kénnen. 


Der Wachstumsgradient der Dornen lief sich mit der Acridinorange- 
methode nicht verfolgen, da sie in sehr konzentrierter Form das fluoreszenz- 
léschende Pigment besitzen. In diesem Falle wurde das Pigment durch die 
Alkoholeinwirkung nicht herausgelést. Weitere Beobachtungen an den 
Zygoienstadien stiefen auf grofe Schwierigkeiten, da sich die Zygote sehr 
bald stark umhautet und pigmentiert ist. 


Wie die Versuche beweisen, ist es sehr wohl méglich, am 
fixierten Material physiologische Unterschiede zwischen 
dem (+)- und dem (—)-Stamm bei Phycomyces Blakesleeanus 
aufzudecken. Das Plasma der Kopulationsaste des (+)- und 
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des (—)-Stammes lait sich nach Beginn des Kopulations- 
prozesses durch seinen unterschiedlichen IEP unterscheiden. 


SchluGbetrachtung 
zu den Untersuchungen an Phycomyces Blakesleeanus 


Die Versuche an Phycomyces Blakesleeanus haben gezeigt; da hier mit 
zunehmender Alterung eine Verschiebung des isoelektrischen Verhaltens 
der Plasmaeiweifte eintritt, und zwar sinken die IEPy der Zellbestandteile 
in den sauren Bereich ab. Desgleichen ist durch die unterschiedliche Lage 
der IEF, der Gametangien eine plasmatische Verschiedenheit zahlenmafig 
nachzuweisen. 

Das differente physiologische Verhalten der Kopulationsorgane des (++)- 
und des (—)-Stammes und der Alterungsgradient decken sich weitgehend 
mit den Ergebnissen, die Johannes (1939, 1950) durch Vitalfarbung er- 
hielt. Allerdings stehen die Befunde mit den Ansichten kontrar, die Jo- 
hannes (1939) iiber die Lage der isoelektrischen Punkte aufert. So nimmt 
Johannes in den Spitzenzonen und Geschlechtsorganen des (-++)-Stammes 
fiir den IEPy des. Protoplasmas einen niedrigeren p,-Wert an als in den 
alten Hyphenteilen und den Gametangien des (—)-Stammes; bei den vor- 
liegenden Analysen konnte der entgegengesetzte Fall nachgewiesen wer- 
den. Diese abweichenden Ergebnisse lassen sich leicht damit erklaren, daf 
Johannes (1939) noch nicht die richtige Methodik zur Verfiigung stand. 
Mit dem basischen Farbstoff Neutralrot allein lassen sich nach Alkohol- 
fixation gar nicht die IEPy der Zellbestandteile bestimmen, denn dieser 
Farbstoff besitzt nicht den Vorteil des Konzentrationseffektes wie das 
Acridinorange. Auch konnte festgestellt werden, da bei Kurzfarbungen 
(140 Minuten), wie sie Johannes (1939) mit Neutralrot durchfiihrte, eine 
maximale Adsorption der Acridinorangekationen jedenfalls nicht statt- 
findet, sondern diese erst nach 1% bis 2 Stunden erreicht wird. Die An- 
firbung verschwindet dann durch Auswaschen in farblosen Puffergemischen 
selbst nach 4 bis 5 Stunden nicht wieder, dagegen laft sich durch Einlegen 
in Puffergemische von niedrigerem p,-Wert eine gute Entfarbung erzielen, 
wie sie in dem betreffenden p,-Bereich zu erwarten wire. 

Die Verinderungen in der Lage der IEPy verlaufen kontinuierlich 
durch das ganze Myzel von den Wachstumszonen in den Spitzen nach der 
gealterten Sporenpartie sowohl fiir das Plasma als auch die Kerne und die 
Membran. Abweichend hiervon verhalten sich der Sporangientrager und die 
Suspensoren bzw. Neuanlagen von Verzweigungen. Der héchste Wert fiir 
das Zytoplasma wurde bei p, 3.9, der niedrigste bei p, 2,6 ermittelt. Das 
bedeutet eine Differenz von 1,3 p,;-Werten. Die Kerne lieferten einen Unter- 
schied zwischen py 4,8 im Maximalwert und p, 3,8 im Minimum, damit 
eine Differenz von 1,0 p,-Werten. Demgegeniiber liegt eine geringere Dif- 
ferenz bei den Entladungspunkten der Membran vor mit py, 3,5, im Maxi- 
malwert bis p;, 2,9 im Minimum, somit von 0,6 py-Werten (s. Tab. 2). 

Wenn auch benachbarte Protoplasmateile in den Hyphen nur geringe 
Abweichungen liefern, so sind die polaren Differenzen innerhalb des ganzen 
Protoplasma, Bd. XLI/4. 28 
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Myzels doch recht betrachtlich. Man kann also am fixierten Praparat bei 
Anfarbungen in Farblésungen mit abgestuftem p,-Wert sofort auf den 
physiologischen Zustand des Protoplasten Riickschliisse ziehen. Ja man 
kann sogar, wie die Unterschiede in runden und spitzen Hyphenendigungen 
beweisen, die augenblickliche Intensitaét des Wachstums beurteilen. 


Tab. 2. 
Differenzen in der Lage der IEPy einzelner 
Zellbestandteile zwischen alten und jungen 
Myzelteilen bei Phycomyces Blakesleeanus. 











Zytoplasma Kerne Membran 
Wachstumszone . - 3,9 4,8 | 3,5 
Gealterte Keimspore 2,6 3,8 2,9 


Die Anlage der Sporangientrager erfolgt nicht etwa im Bereiche der 
Wachstumszonen, denn diese sind nur auf einen relativ kleinen Bereich an 
den Spitzen beschrankt, sondern das gealterte Plasma erfaihri an dieser 
Stelle eine erneute Umlagerung seines IEPy, wenn eine Wachstumszone 
neu gebildet werden soll. Daf derselbe Vorgang auch bei der Ausbildung 
von Verzweigungen innerhalb einer relativ kleinen Zelle stattfindet, soll bei 
dem nachsten Versuchsobjekt, Penicillium glaucum, gezeigt werden. Es laRt 
sich also feststellen, da mit dem Spitzenwachstum eine streng lokalisierte 
Erhéhung der IEPy-Lage Hand in Hand geht und daft mit Senkung der 
Wachstumsintensitét der umgekehrie Fall eintritt. 

Ein interessantes Problem ergibt sich aus der Lage des Entladungspunk- 
tes der Membranen. Wie Frey (1950) auf réntgenographischem Wege fest- 
stellte und in dieser Arbeit auf Grund der Chitosanreaktion nach v. Wisse- 
lingh (1897) und Vouk (1915) bestatigt werden kann, besitzt Phycomyces 
Blakesleeanus eine Chitinmembran. Johannes (1950) dufert sich dies- 
beziiglich nicht klar und diskutiert anschliefend Zellulosemembranen. 
Hoéfler und Pecksieder (1947) bestimmten den Eniladungspunkt der 
Chitinmembranen bei Hutpilzen auf p, 4 bis 4,4, wahrend die Zellulose- 
membranen bei héheren Pflanzen einen solchen um p,, 3 besitzen. Sie emp- 
fehlen daher bei Verdacht auf Pilzbefall in Geweben héherer Pflanzen eine 
Anfarbung mit Acridinorange unterhalb des Entladungspunktes der Chitin- 
membranen. So miissen die Membranen des Wirtsgewebes rot fluoreszieren, 
die des Parasiten dagegen eine griine Imbibitionsfarbung aufweisen. Da- 
durch wire ein klarer und schneller Nachweis méglich, und es trate eine 
bedeutende Arbeitserleichterung gegeniiber der Methode auf, die Wést- 
mann (i942) zum Nachweis von Ustilago tritici im Weizenkorn erbrachie. 
Nachdem in der vorliegenden Arbeit ein Entladungspunkt der Chitin- 
membran von Phycomyces Blakesleeanus bei p, 3 fesigestelit wurde, kann 
die methodische Angabe von Héfler und Pecksieder (1947) nicht ver- 
allgemeinert werden, sondern bedarf einer genauen Untersuchung bei den 
einzelnen parasitaéren Pilzarten. 
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Plasmatische Unterschiede im vielzelligen Myzel von 
Penicillium glaucum : 


Nach den Untersuchungen an dem nicht septierten, polyenergiden Myzel 
von Phycomyces Blakesleeanus erschien es von Bedeutung, die gleichen 
Versuche an einem Pilz mit septierten Hyphen vorzunehmen, um zu priifen, 
ob sich die am polyenergiden Myzel beobachteten Gradienten auch am 
vielzelligen, septierten Myzel feststellen lassen. Johannes (1939) hatte 
bei Basidiobolus ranarum, der ebenfalls ein septiertes Myzel besitzt, durch 
Vitalfarbung mit Neutralrot einen polaren Gradienten gefunden. So wurde 
Penicillium glaucum gewahlt und einer genauen Untersuchung unterzogen, 
denn bereits die ersten Vorversuche zeitigten sehr interessante Farbungs- 
unterschiede. 

Auch von Penicillium glaucum wurde eine Stammkultur des Botanischen In- 
stitutes Miinster verwandt. Daneben gelangten weitere Wildstamme zur Isolierung, 
um sicher zu gehen, daf nicht eine Besonderheit des einen Stammes vorliegt. 
Drawert (1937b) weist darauf hin, da® die Acidophilie bzw. Basophilie der 
Eiweifkérper ein und derselben Pflanzenart stark von Schwankungen abhangig 
ist, die zwischen verschiedenen Rassen auftreten. Doch waren die Ergebnisse bei 
allen Stémmen gleichlaufend. Die Methodik der Anzucht brauchie gegeniiber 
Phycomyces nicht wesentlich modifiziert zu werden. Nur wurden bei Beimpfung 
der Nahrlésungstropfen auf dem Objekttraiger die Sporen nicht direkt der Kultur 
entnommen, sondern es wurde infolge der Vielzahl der Sporen eine Aufschwem- 
mung in sterilisiertem Leitungswasser hergestellt und von dieser dann abgeimpft. 
Die giinstigste Kulturtemperatur im Brutschrank lag bei 22°C. Die Fiarbedauer 
mit Acridinorange (1: 10000) am fixierten Material betrug wiederum 1% bis 
2 Stunden. Anschliefend wurde in farblosen Pufferlésungen vom gleichen Py Wert 
20 Minuten ausgewaschen. 


Die Sporen 


Im Gegensatz zu Phycomyces lieBen sich die Sporen von Penicillium 
auch im vollkommenen Ruhestadium in Alkohol gut abtéten und fixieren, 
so daft bei diesem Objekt die ruhenden Sporen denen, die sich in Quellung 
befanden, gegeniibergestellt werden kénnen. Auch die Sporenmembranen 
von Penicillium sind stark pigmentiert. Dieses Pigment erwies sich, wie 
Lebendbeobachtungen im Blau- und UV-Licht ergaben, ebenfalls als fluo- 
reszenzléschend. Auch Héfler und Pecksieder (1947) berichten iiber 
die gleiche Erscheinung bei Sporen von Lactarius-Arten. Ebeling (1938) 
schreibt diesen Farbstoffen eine Schutzwirkung gegen das Licht zu. Durch 
Alkohol wird das Pigment bei Penicillium ebenfalls herausgelést, wobei die 
Fliissigkeit eine olivgelbliche Farbung annimmt. Aber auch bei der Sporen- 
quellung weicht das Pigment aus den Membranen. Im Blau- und UV-Licht 
wurde nun eine Primiarfluoreszenz am lebenden Praparat sichtbar, und zwar 
fluoreszierten im alkoholfixierten Zustand Zytoplasma und Membranen im 
UV-Licht schwach mattblaugriin, wiahrend sich die Kerne etwas starker 
und blau hervorhoben. Im Blaulicht erschien die Kernfluoreszenz infolge 
des gelben Sperrfilters gelbgriin. 

Die Sporen von Penicillium glaucum sind einkernig, wie auch die Me- 
tulae und Sterigmen im Gegensatz zu den vielkernigen Hyphenzellen nur 
28* 
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einen Kern aufweisen. Erst mit der Quellung und anschliefienden Keimung 
wird die Vielkernigkeit wiederhergestellt. Dieses ist eine Eigentiimlichkeit 
der ganzen Penicillium-glaucum-Gruppe (Westling 1911). Die Kerne 
lassen sich wie bei Phycomyces gut darstellen, da sie nach Farbung mit 
Acridinorange intensiver als das umgebende Zytoplasma aufleuchten. Es 
war also auch bei Penicillium méglich, die Zahl und Lage der Kerne durch 
Farbung mit Acridinorange festzustellen. Der gréftméglichen Exaktheit 
wegen wurde wie bei Phycomyces parallel die Feulgensche Nuklealreaktion 
durchgefiihrt. 

Um Sporen in ihrem Ruhestadium zu untersuchen, wurden konzentrierte 
Aufschwemmungen in 70%igem Alkohol hergestellt. Von diesen aus wurde 
nach Fixation in Alkohol mit der Impfnadel in etwa 1 cm* Acridinorange- 
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Abb. 7. Die IEPy ein- 
zelner Zellbestandteile § 
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und einer 10 Stunden ge- 
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von Penicillium glaucum. Stunden 





(Zahlen geben die p- $ werne <yloplasme 


Werte wieder. P = Zyto- Abb. 8. Verschiebung der IEP, der Zellbestandteile beim 
plasma, K = Kern.) Ubergang von der ruhenden Spore zum Keimmyzel. 


lésung der verschiedensten p,-Werte iiberfiihri. Ausgewaschen wurde die 
Farblésung auf dem Objekttrager durch Hindurchsaugen der enitsprechen- 
den Pufferlésung, wobei geniigend Sporen iibrigblieben. Nach Fixation in 
Alkohol zeigten die Sporen kein Wachstum in der Kultur. In anderen 
Versuchsreihen wurden die Sporen vor der Fixation in etwas Nahrlésung 
verschieden lange vorgequollen. Auf diese Weise konnte der Ubergang zum 
Beginn der Keimung gut verfolgt werden. 

Die ruhenden Sporen, die sich also im Zustand des latenten Lebens be- 
finden, zeichnen sich, wie nach den Beobachtungen an Phycomyces zu er- 
warten war, durch eine relativ niedrige p,-Lage ihrer IEP, aus (Zytoplasma 
hei py 3,4, Kerne bei p, 4,5). Wird dieses Ruhestadium unterbrochen, waren 
also die Sporen vor der Fixation bereits in Quellung und Plasmawachstum 
iibergegangen, so steigt der IEP, sprunghaft, Zuerst mit Beginn der Quel- 
lung machen sich kaum Differenzen bemerkbar. Haben sich die Vakuolen 
aber vermehrt und vergréRert, setzt 8 bis 9 Stunden nach Ubertragen der 
Sporen in die Nahrlésung die Kernteilung ein, und damit erfolgt diese 
starke Veranderung in der Lage der Umschlagspunkte. Die beiden in 
Abb.7 wiedergegebenen Extremwerte herrschen jeweils langere Zeit in der 
Spore vor und gehen relativ schnell ineinander iiber, wenn ein bestimmtes 


Stadium erreicht ist (Abb. 8). 
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Der Grad der Quellung ist, obwohl die Wasseraufnahme nicht bei allen 
Sporen ganz gleichmiaftig voranschreitet, durch die verschiedenen GréfRen- 
verhilinisse und die Vakuolenbildung deutlich erkennbar. Nach etwa 
10 Stunden Aufenthalt in der Nihrlésung, also noch vor der Auskeimung, 
erreicht die Lage der IEPy einen Stand, der auch spiterhin in den Zonen 
des nicht allzu intensiven Spitzenwachstums beibehalten wird (Zytoplasma 
hei py 4,8, Kerne bei p, 4,9). Plasmatische Polarititsdifferenzen in der 
Spore waren nicht feststellbar. 

Die Membran von Penicillium speichert selbst bei verlangerter Fiarbezeit 
in keinem Entwicklungsstadium das Acridinorange. So laft sich bei allen 
Py- Werten nur die schwach griine Primirfluoreszenz erkennen, die spiter- 
hin, also mit Steigen der py-Werte, durch die Rotfluoreszenz des Zyto- 
plasmas iiberstrahlt wird. Auch bei Versuchen mit Toluidinblau, das 
doch als guter Membranfarbstoff gilt, war keine 
Anfarbung erzielbar. Diese Erscheinung fand Ry 
auch Johannes (1939) an den Membranen von oe” Ps 1 
Basidiobolus ranarum bei Neutralrotuntersuchun- 
gen. Eine Feststellung des Entladungspunktes der 7 
Membranen war also nicht méglich. 4 
Abb. 9. Polardifferente 
Lage der IEPy einzelner 

Zellbestandteile am 

Nach etwa 12 Stunden treten die ersten Keim- 16 Stunden alten Keim- 
schliuche auf. Im Gegensatz zu Phycomyces wird m™yzel von Penicillium 
meist nur ein Keimschlauch gebildet ,der vorerst glaucum. (P = Zyto- 
ohne Querwandbildung, also unseptiert, weiter- plasma, K = Kern.) 
wachst und keine Verzweigungen treibt. Auffallig 
ist, da man hiufig zwei Kerne in unmittelbarer Nahe triffi. Dies zeigt 
sich auch fernerhin am vollausgebildeten Myzel in den einzelnen Zellen. 
Am vitalfluorochromierten Myzel war erkennbar, da es sich um frisch 
geteilte Kerne handelt, die noch lange Zeit in unmittelbarer Nahe verbleiben. 

Die ersten 3 bis 4 Stunden nach Ausbildung eines Keimschlauches ver- 
halt sich das ganze Keimmyzel einheitlich. Hat der Keimschlauch dann eine 
bestimmte GréRe erreicht, lat sich ein polarer Unterschied im Protoplasma 
beobachten. Man findet auch bei Penicillium ein apikales Wachstum, das 
sich in ahnlichen Gradienten aufert, wie sie sich bei Phycomyces gewinnen 
lieRen. Die polardifferente Lage der IEPy, die sich in iiber 50 Versuchs- 
reihen erkennen lief, ersieht man aus Abb. 9. Der dem wachsenden Schlauch 
am weitesten abgekehrte Teil des Protoplasmas in der Spore, meist aber 
der gesamte Sporeninhalt bzw. bei Ausbildung von mehreren Keim- 
schliuchen der dazwischen befindliche Rest altert schnell (Zytoplasma p, 3,7, 
Kerne p,, 4.6). Wahrend sich aber bei Phycomyces im Keimschlauch ein all- 
miahlicher Ubergang von der Spore zur Wachstumsspitze deutlich machte, 
kann bei Penicillium zwischen Spore und Keimschlauch unterschieden 
werden, so also, daft der gesamte Keimschlauch sich wie die Wachstumszone 
bei Phycomyces verhilt. Erst mit weiterer Entwicklung des Myzels bildet 
sich der besondere plasmatische Unterschied der Hyphenendigungen und 


Das Keimmyzel 
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damit ein allméhlicher Ubergang, wahrend vorher eine klare Abgrenzung 
zweier Zonen, der Spore und des Keimschlauches, fesizustellen ist. So stehen 
der Spore recht hohe Werte im Keimschlauch gegeniiber (Zytoplasma Py 5.1, 
Kerne p, 4,9). 


Das ailtere Myzel 


30 Stunden nach Anlage der Kultur ist das Myzel makroskopisch gut 
sichtbar. Zahlreiche Verzweigungen sind ausgebildet, die Hyphen septiert. 
Die Anfarbung in den verschiede- 
nen p,-Bereichen erbringt wiederum 


P51 K49 cin Bild, das in seinem Gefiille dem 







/ P48 K49 an Phycomyces gewonnenen gleicht, 

nur dafi es sich hier um andere py- 

7 _ Bereiche handelt. Ein Teilergebnis 

P39 K47 von iiber 50 Untersuchungen findet 

sich in Abbildung 10. Die héchsten 

P37 K£6 Werte liegen, wie zu erwarten war, 

P46 Ké P50 K49 in der Wachstumszone, also an den 
Spitzen der Haupthyphen und Ver- 

P49 K47 zweigungen (Zytoplasma p, 5,1, 
P39 K47 Kerne p,, 4,9) .Doch ist diese Lage 

der IEP, der Zellbestandteile im 

P37 K46 PS KGS weniger ‘alae Bereich nicht auf 
P35 K45 die auferste Zelle beschrankt, auch 

die anschlieRende Zelle nimmt noch 

daran teil, ja sie kann mitunter 

ebenfalls auf die dritte Zelle iiber- 

Pane P35 K45 greifen. Jede der ersten Zellen einer 





Hyphenendigung ist also polar dif- 





ferenziert. Dann ist, solange keine 
neue Verzweigung angelegt ist oder 
angelegt werden soll, eine gréfere 
Zellreihe von gleichbleibender p,- 
Lage der Umschlagspunkt einge- 
schaltet (Zytoplasma p, 3,5, Kerne 
Py 4,5), um endlich gegen die alte 
Spore hin weiter gleitend abzufallen 
(Zytoplasma py, 3,1, Kerne p, 4,4). 

Unterbrochen wird dieser an sich gleichmafige Verlauf zwischen 
Spitzenzonen und stark alternder Sporenregion durch die Ausbildung von 
Verzweigungen. Die Seitenhyphen werden nicht etwa schon innerhalb der 
Wachstumszone an den Hyphenendigungen ausgebildet, sondern wie bei 
Phycomyces erfolgt eine Umstimmung des Protoplasmas. So laft sich 
bereits, ehe ein morphologischer Unterschied zutage tritt, feststellen, wo eine 
Verzweigung angelegt werden soll. Daran namlich, daf sich die Ladung 
des Protoplasmas an dieser Stelle plétzlich veriandert, d. h. meist tritt mit 
dieser plasmatischen Veranderung auch sehr bald eine schwache Vorwélbung 


Abb. 10. Topographische Verteilung der 
IEP, einzelner Zellbestandteile am 
Myzel von Penicillium glaucum. Myzel- 
ast mit einer stark und einer schwacher 
wachsenden Endigung und einem frisch 
angelegten Vegetationspunkt, dazu die 
Keimspore. (Alter der Kultur 30 Stun- 
den. P = Zytoplasma, K = Kern.) 
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an dieser Stelle ein, so dafi die Sicherheit dieses Befundes gewahrleistet ist. 

Auf diese Weise treten oft betrachtliche Differenzen innerhalb einer Zelle 

auf, die sich auf kiirzeste Entfernung ausgleichen. Es soll daher nicht ver- 

siumt werden, ein Farbungsergebnis aus den Versuchen zu schildern. 

Als Versuchsmaterial diente eine 30 Stunden alte Kultur. In der dritten Zelle 
einer stark wachsenden Hyphenendigung hatte sich am apikalen Pol eine kleine 
Vorwoélbung gebildet, die ohne Fixation spiaterhin zu einem Seitenzweig aus- 
gewachsen ware. Wie iiblich, wurde mit Acridinorange (1:10000) 1% Stunden 
gefarbt. 

P, 3:0: In allen Zellen fluoreszieren Kerne und Zytoplasma griin. 

Py 3,3: Unverandert. 

P, 3,5: In der Hyphenspitzenzelle ist das Zytoplasma unverdandert griin gefirbt, 
desgleichen in der zweiten anschlieRenden Zelle. In der dritten Zelle, die 
also am apikalen Pol die Vorwélbung gebildet hat, fluoresziert das Zyto- 
plasma im basalen Teil orange, in der iibrigen Zelle unverandert griin. 
Die Kerne aller drei Zellen haben ihren Farbton nicht geandert. 

P, 3,8: Das Zytoplasma der Hyphenspitzenzelle hat seine Griinfarbung beibehal- 
ten. In der angrenzenden Zelle ist das Zytoplasma des apikalen und mitt- 
leren Zellteiles ebenfalls unveriandert griin gefirbt, an der Basis dagegen 
orange. In der dritten Zelle ist am apikalen Pol und in der Zellmitte in- 
folge der Ausbildung der Vorwélbung die griine Imbibitionsfairbung des 
Zytoplasmas weiterhin geblieben, die Basis fluoresziert wie bisher orange. 
Bei dieser Zelle wirkt sich bereits die Verschiebung des IEP des Zyto- 
plasmas in den weniger sauren Bereich aus, die durch den neuen Vege- 
tationspunkt hervorgerufen wird, denn sonst wiirde beim Zytoplasma der 
ganzen Zelle mit der Orangefairbung der IEPy erreicht sein. Die Kerne 
fluoreszieren in allen Zellen unverandert griin. 


' Py 4:2: Das Zytoplasma der Hyphenspitzenzelle ist unveriandert griin gefarbt. 


In der darauffolgenden Zelle ist die Griinfarbung des Zytoplasmas nur noch 
im apikalen Pol nachzuweisen, der Orangefarbton hat sich von der Basis 
iiber die Zellmitte ausgedehnt. In der dritien Zelle fluoresziert infolge 
der Ausbildung des neuen Vegetationspunktes das Zytoplasma im apikalen 
Pol ebenfalls noch griin, in der Zellmitte orange, und an der Basis hat es 
die Kupferrotfarbung angenommen. Die Kerne leuchten in allen Zellen 
unverdndert griin. 

P, 4:6: In der Farbung der Hyphenspitzenzelle ist immer noch keine Anderung 
eingetreten. Die Zytoplasmafirbung der anschliefenden Zelle geht von 
Orange im apikalen Bereich nach der Zellmitte und Basis zu in Kupferrot 
iiber. Die dritte Zelle, deren Zytoplasma ohne Anlegung der Vorwélbung 
ebenfalls kupferrot fluoreszieren miifte, weist im apikalen Pol noch die 
griine Imbibitionsfarbung auf. Nach der Zellmitte zu liegt eine kurze orange 
gefarbte Zone des Zytoplasmas, in der Mitte und Basis der Zelle ist die 
kupferrote Adsorptionsfirbung ausgepriigt. Die Zellkerne der Hyphen- 
spitzenzelle leuchten unverindert griin. In der anschlieBenden Zelle wird 
ein polares Gefialle deutlich, so fluoreszieren die Kerne im apikalen Pol 
griin, in der Basis orange. Das gleiche Bild liegt in der dritten Zelle vor, 
nur daft es hier von dem neuen Vegetationspunkt beeinfluft wird (Kern- 
farbung an der Vorwélbung griin, an der Zellbasis kupferrot). 

Py, 4,9: Die griine Farbung des Zytoplasmas ist jetzt nur noch im apikalen Pol 

der Hyphenspitzenzelle und in der Vorwélbung der drititen Zelle nach- 

zuweisen, an allen anderen Stellen ist der IEPy des Zytoplasmas erreicht 
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bzw. iiberschritten. Auch der IEPy der Kerne ist iiberall erreicht. Wahrend 
die Kerne aber in der Hyphenspitzenzelle und der Anlagestelle des neuen 
Vegetationspunktes nach orange fluoreszieren, ist sonst iiberall die Kupfer- 
rotfarbung ausgeprigt. 

P,, 3.4: Das Zytoplasma des apikalen Teiles der Hyphenspitzenzelle und der 
Vorwiélbung weist jetzt die Orangefairbung auf, sonst ist es kupferrot ge- 
fiirbt. Die Kerne haben in allen drei Zellen die Kupferrotfirbung an- 
genommen. 


P, 3.8: Bei Zytoplasma und Kernen aller drei Zellen ist mit Kupferrot die maxi- 
male Adsorptionsfarbung der Farbkationen erreicht. 

Wiahrend sich bei einem stark wachsenden Hyphenende der polare 
Gradient iiber meist zwei, selten drei Zellen hin verfolgen laRt, erstreckt 
sich der Gradient, der bei der Anlage eines Vegetationspunktes fiir eine 
Seitenverzweigung entsteht, nur auf die eine Zelle, die die kleine Vorwol- 
bung bildet. Dafiir ist er dann auch innerhalb dieser Zelle sehr stark aus- 
gepragt. Die Nachbarzellen werden also kaum von der Ausbildung des 
neuen Vegetationspunktes beeinfluft, sondern behalten die Werte ihrer 
IEPy, die gemaft ihrer Lage zwischen Hyphenendigung und gealterter 
Keimspore zu erwarten waren. 

Ein Unterschied, wie er sich schon bei Phycomyces abzeichnete, besteht 
ebenfalls zwischen den runden und spitzen Hyphenendigungen, von Peni- 
cillium, also dort, wo unterschiedliche Wachstumsintensitaten in Analogie zu 
Phycomyces anzunehmen sind. Das starkere Wachstum der spitzen Hyphen 
driickt sich auch hier in der Lage der IEPy aus, und zwar nur beim Zyto- 
plasma (Zytoplasma p, 5,1 gegeniiber 4,8). 


Der Konidientrager 


Der Konidientrager versprach ebenfalls ein Gefalle, das um so interes- 
santer sein multe, als neben dem Gradienten zwischen Sterigmen und Basis 
des Konidientragers auch Unterschiede zwischen den einzelnen Sporen ver- 
mutet werden konnten, da die Konidien zu verschiedenen Zeitpunkten ab- 
geschniirt werden. 

60 Stunden nach Anlage der Kultur finden sich in den Kulturen Konidien- 
trager aller Entwicklungsstadien ausgebildet, die dann die schénsten Fiar- 
bungsbilder ergeben, da zu diesem Zeitpunkt die mannigfaltigsten Alierungs- 
gradienten vorherrschen. Bald darauf tritt eine starke Alterung der gesamten 
Kultur ein, die Konidientrager stellen ihre Sporenproduktion ein, gleich- 
zeitig damit gleichen sich die IEP,, im sauren Bereich einander an, und eine 
Vereinheitlichung der Farbung macht sich bemerkbar. Die Gradienten sind 
also in einer 60 Stunden alten Kultur am besten zu beobachten.: Die Ergeb- 
nisse von 50 Versuchsreihen sind in Abb. 11 und 12 zusammengefaftt. 

An den Stellen, wo ein Konidientriger von den alieren Haupthyphen 
gebildet wird, tritt zunachst eine Verbreiterung ein, der dann die Ausbildung 
der ersten Zelle folgt. Es werden hier Werte erhalten, die denen einer nor- 
malen Verzweigung gleichen (Zytoplasma p,, 5,0, Kerne py 4,9). Mit zu- 
nehmender Ausbildung des Konidientragers werden an seiner Basis wieder 
Werie erreicht, die vorher an der Haupthyphe geherrscht haben. Die Wachs- 
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tumszone ist also in der Spitze des Konidientriigers lokalisiert, von wo aus 
ein polarer Gradient zur Basis verliuft. Der Abfall in dem jungen Konidien- 
trager erfolgt von den Sterigmen iiber die Metulae erst langsam, setzt dann 
in den Hauptstamm aber stirker ein. Weit interessanter ist das Bild des 
ailteren Konidientrigers, der schon zahlreiche Konidien abgeschniirt hat und 
noch lebhaft in dieser Tatigkeit ist. Die héchste Lage der IEP,, findet sich 
in den Sterigmen und zuletzt abgeschniirten Konidien. Von dort aus macht 
sich ein deutliches Gefille einerseits zu den zuerst gebildeten Sporen be- 
merkbar, die also bereits gereift sind, andererseits zu der Basis des Konidien- 
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teilung der IEP, einzelner Zell- 

bestandteile eines jungen in Ent- Abb. 12. Topographische Verteilung der IEP, 

wicklung begriffenen Konidien- einzelner Zellbestandteile eines vollentwickel- 

tragers von Penicillium glaucum. ten Konidientriagers von Penicillium glaucum. 

Alter der Kultur 60 Stunden. Alter der Kultur 60 Stunden. (P = Zyto- 
(P = Zytoplasma, K = Kern.) plasma, K = Kern.) 


trigers. Man kann bei geeigneter Wahl des p,-Wertes der Farblésungen 
alle Farbiibergiange der Acridinorangespeicherung von der aufersten Konidie 
bis zum Sterigma erkennen, die sich dann zur Basis des Konidientragers in 
umgekehrter Reihenfolge fortsetzen. Das starke Gefille von der Sterigma- 
zelle zu den unteren Teilen des Tragers ist nicht an Zellgrenzen gebunden, 
sondern jede Zelle ist polar differenziert, so nimmt es erst langsam, dann 
schneller zu, so da® in diesem Stadium die Werte der Konidientragerbasis 
unter den Werten der Myzelteile liegen, von denen der Konidientrager ab- 
zweigt. Der ganz analoge Fall wurde bereits bei Phycomyces sichtbar, nur 
daf es sich dort um eine unseptierte Hyphe handelte. Aufer der allgemeinen 
Ausbildung eines Gradienten im ganzen Konidientrager besteht ein solcher 
bei Penicillium ebenfalls in den einzelnen Zellen, was besonders deutlich in 
den Sterigmen und Metulae zum Vorschein kommt. Dieses Gefille inner- 
halb einzelner Zellen ordnet sich aber dem polaren Gradienten des Konidien- 
tragers ein. Gegeniiber den Werten der normalen Wachstumszone ist die 
Lage der IEP, fiir Zytoplasma und Kerne in den Spiizen der Sterigmen 
und ersten Konidien noch etwas erhdht, was sich vielleicht durch die ver- 
starkte Teilungstitigkeit erkliren Jat. Auch hier soll ein Protokollauszug 
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beigefiigt werden, der in groben Ziigen die wirklich deutlichen und gut 
reproduzierbaren Farbungsergebnisse bei einem voll entwickelten Konidien- 
trager aus einer 60 Stunden alten Kultur wiedergibt. Es wurde nach Alkohol- 
fixation mit Acridinorange (1: 10000) 2 Stunden gefirbt. 


Py 2:7: Im ganzen Konidientriger mit allen abgeschniirten Sporen fluoreszieren 
das Zytoplasma und die Kerne griin. 

P,, 3.0: Das Zytoplasma der Basalzellen des Konidientrigers zeigt mit dem Orange- 

farbton, da& hier bereits der IEPy erreicht ist. Sonst hat sich gegeniiber 
Py, 2:7 nichts am Farbungsbild geindert. 

.3: Das Farbungsergebnis gleicht dem bei p,, 5,0 gewonnenen. 

P,, 3.7: Das Zytoplasma der Basalzellen des Konidientrigers fluoresziert kupfer- 
rot, am unteren Teil der Kronzellen hat es sich orange gefirbt, die Kerne 
und das iibrige Zytoplusma leuchten weiterhin griin. 

Pz 4,0: Jetzt farbt sich das Zytoplasma der gesamten Kronzellen und der Basis 

j der Metulae orange. Die iibrigen Teile haben sich gegeniiber Py 3.7 nicht 
verandert, 

p, 4.4: Aufter den Basalzellen des Konidientrigers zeigen die Kronzellen die 
Kupferrotfirbung des Zytoplasmas. Auch der apikale Pol der Metulae 
leuchtet jetzt orange. Die Kerne der Basalzellen farben sich jetzt kupfer- 
rot, wahrend die der anderen Zellen weiterhin griin fluoreszieren. 

P, 4:7: Das Zytoplasma der gesamten Metulae leuchtet kupferrot, und in der 
Basis der Sterigmen ist mit dem Orangefarbton der IEPy des Zytoplasmas 
erreicht. Kupferrote Kerne finden sich auffer in den Basalzellen ebenfalls 
im unteren Teil der Kronzellen, wihrend dort an der Spitze mit Orange der 
Umschlagspunkt gerade erreicht ist. Auch der Kern der Metulae leuchtet 
orange. 

Py 3,0: An der Zytoplasmafarbung des Konidientragers hat sich nichts geindert. 
Die Kerne leuchien in den Basalzellen, Kronzellen und Metulae kupferrot, 
in den Sterigmen orange. Ein anderes Bild bieten jetzt aber die Sporen. 
Das Zytoplasma der dltesten, also zuerst abgeschniirten Konidien weist 
eine Orangefairbung auf, wihrend es in den jiingsten und den Spitzen der 
Sterigmen noch griin fluoresziert. Auch die Kerne der altesten Sporen sind 
kupferrot, wihrend die der jiingeren gerade einen Orangefarbton auf- 
weisen. 

P,, 5.4: Alle Kerne leuchten kupferrot. Beim Zytoplasma macht sich eine Orange- 
farbung nur noch in den Spitzen der Sterigmen und den jiingsten und 
wenig dlteren Konidien bemerkbar. 

P,, 5,8: Das Fluoreszenzbild ist einheitlich kupferrot. 


SchluBbetrachtung zu den Untersuchungen an Penicillium glaucum 


Die Befunde, die an dem unseptierten, polyenergiden Myzel von Phyco- 
myces gewonnen wurden, lassen sich fiir das vielzellige Myzel von Penicil- 
lium erweitern. In beiden Fallen trat mit zunehmendem Alter 
der Plasmabestandteile eine Verlagerung der IEPy in den 
sauren Bereich ein, wie auch Johannes (1939) bei Vitalfarbung mit 
Neutralrot neben dem Gradienten bei Phycomyces einen Farbungsunter- 
schied in der Spitzenregion des vielzelligen Basidiobolus ranarum nadb- 
weisen konnte. Auch bei Basidiobolus (Johannes 1939) war der Gradient 
nicht an Zellgrenzen gebunden. 
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Bei Phycomyces muftte, wenn iiberhaupt ein Gradient bestand, dieser 
sich in dem ganzen polyenergiden Myzel auswirken. Bei Penicillium dagegen 
liegt ein septiertes Myzel vor, wenn auch wie Meyer (1902) beschreibt, 
starke plasmatische Verbindungen zwischen den Zellen bestehen. Auch hier 
war dieses Gefille von der Wachstumsspitze zur Keimspore hin nachweis- 
bar; es laRt sich also am vielzelligen Myzel von Penicillium, dadurch da 
der Gradient nicht an Zellgrenzen gebunden ist, : 

a) einmal ein Gefalle durch das ganze Myzel von der Wachstumszone zur 
Keimspore laufend feststellen, 

b) hierdurch bedingt ein polarer Gradient in bestimmten Zellen, beson- 
ders im Bereich intensiven Wachstums, der von der Spitze zur Basis dieser 
Zelle lauft, und 

c) eine Unterbrechung des durch das ganze Myzel laufenden Gradienten 
infolge Neuanlage von Vegetationspunkten bzw. Ausbildung von Konidien- 
tragern und Sporen. 

Die héchste Lage der IEP, findet sich immer in den Wadkeidnuien. 
dabei ist es gleichgiiltig, ob es sich um Spitzenwachstum oder Abschniirung 
von Konidien handelt. Im niedrigsten py-Bereich liegen die LEPy der stark 
alternden Teile des Myzels in Keimsporennahe. Dem gleichmafigen Abfall 
von Wachstumsspitze zur Keimspore widerspricht nur der Sporangientriger, 
der in alteren Stadien die Werte des umliegenden Myzels unterschreitet. 
Wiederum tritt der Unterschied spitzer und runder Hyphenendigungen auf. 
Wachstumszonen lassen sich bei Einsetzen der Verzweigungen bereits zu 
Zeiten ermitteln, in denen morphologisch noch kein oder kaum ein Unter- 
schied sichtbar wird. Es findet sich also wieder eine Erhéhung der IEP, - 
Werte mit Zunahme der Wachstumsintensitat des Plasmas an Verzweigun- 
gen, die aus Teilen hervorgehen, welche mit den Wachstumszonen nicht mehr 
in Verbindung stehen. Das alternde Plasma hat also seine volle Fahigkeit 
zur Weiterentwicklung bewahrt. 

Da jedes Eiweiff seinen spezifischen IEP besitzt, mu man 
sich die Verlagerung der IEPy in einer Neusynthese von 
EiweiRkérpern mit dem Plasmawuchs zusammenhingend 
vorstellen, wodurch ein andersgeartetes Mischungsverhaltnis 
zustande kommt. Wenn an einer Zelle von Penicillium gezeigt wurde, 
daf bei der Ausbildung eines neuen Vegetationspunktes fiir eine Ver- 
zweigung an einer Stelle dieser Zelle der IEPy des Protoplasmas plétzlich 
stark nach dem alkalischen Bereich hin verlagert wird, so kénnte dieses 
durch zwei Méglichkeiten erklart werden: 

1. Es kénnte eine Entmischung bestimmter Eisneifieuintenioas eintreten, 
denn das Protoplasma ist aus mehreren uneinheitlichen Eiweifkérpern auf- 
gebaut, dann miifiten aber die anderen Teile der Zelle einen saureren Cha- 
rakier aufweisen als die normal umliegenden Zellen. Da dieses nicht der 
Fall ist, bleibt eine zweite Méglichkeit. 

2. Es werden an dieser Stelle der Zelle beim Plasmawuchs andersartige 
Eiweifkérper aufgebaut. 

Es wurde hierbei regelmafig beobachtet, daf diese Verzweigungen nie an 
Stellen der Wachstumszone, also an der Spitze der Hyphen, gebildet werden, 
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sondern stets erst in einiger Entfernung davon im alternden Gewebe. Um- 
gekehrt kann bei Alterung der Zelle mit der Verschiebung der IEPy des 
Protoplasmas eine Synthese von Eiweifkérpern mit saurerer [EP-Lage an- 
genommen werden. 

Wie schon Naylor (1926), Pischinger (1926/27), Zeiger (1930—1936), 
Yamaha (1933—1936) und andere angegeben haben, beweisen obige Ver- 
suche, daft jeder Zellbestandieil innerhalb der Zelle einen spezifischen IEP y 
hesitzt. Die Lage dieses JEP, ist vom physiologischen Zustand der Zelle 
abhingig. So kénnen mit zunehmender Alterung bedeutende Verschiebun- 
gen der IEP,,-Werte auftreten. Bei dem untersuchten Material verlauft die 
Verlagerung der IEP, mit Zunahme des Alters fiir alle beobachteten Zell- 
bestandteile gleichmaftig in den sauren Bereich, wenn auch mit verschiedener 
Starke. So sind besonders bei Penicillium die festgestellten maximalen Dif- 
ferenzen der IEP, des Zytoplasmas gréfter (Zytoplasma py, 5,2 bis p, 3,0 = 
2,2 p,-Differenzen) als die der Kerne (p, 5.0 bis py 4,3 = 0,7 py-Differen- 
zen). Aber auch bei Phycomyces wurde deutlich, daf das Zytoplasma mit 
fortschreitender Alterung starkeren Umwandlungen und damit verbundenen 
Verschiebungen des IEP, unterworfen ist als die Kerne. Yamaha und 
Ishii (1933) fiihren die Lage der IEPy der Kerne im sauren Bereich gegen- 
iiber dem Zytoplasma auf den starken Nukleinsdéuregehalt zuriick. Wie 
aber gerade die Kerne der untersuchten Pilzmyzelien zeigen, kann der IEP y 
der Kerne auch mehr im alkalischen Bereich als beim Zytoplasma liegen. Wie 
bei Phycomyces zu beobachten war, ist eine Veranderung des Entladungs- 
punktes der Membranen mit derjenigen der IEP, der iibrigen Zellbestand- 
teile gleichlaufend, obwohl die Membranen kaum Ampholyte, sondern Kohle- 
hydrate und deren Abkémmlinge enthalten. Die Differenzen im Entladungs- 
punkt der Membranen sind im Verhilinis zu denen der IEP, der anderen 
Zellbestandteile gering. Die Verschiebung des Entladungspunktes der Mem- 
branen hat bereits Drawert (1937 b) in der Wurzelspitze von Allium cepa 
nachweisen kénnen. Auch Héfler (1946) stellt in den Membranen der Blat- 
ter verschiedener Orchideenarten beim Altern niedrigere p,-Werte fiir den 
Entladungspunkt fest als bei jungen Blattern. Hartel (1940) dagegen 
liefert fiir die Membranen von Hymenophyllaceen Angaben, die auf eine 
entgegengesetzte Veranderung deuten. Es darf also nicht verallgemeinert 
werden, daft die Verschiebungen der IEP, oder Entladungspunkte bei allen 
pflanzlichen Organismen gleichmafig laufen. 

Der Farbumschlag des Acridinorange von Griin nach Kupferrot erfolgt 
bei den Kernen von Penicillium wieder sehr rasch im Abstand von 0,1 p,- 
Intervallen, der des Zytoplasmas liegt in der orangefarbenen Zone etwas 
breiter (0.5 p,-Intervalle). Als Ursache kénnte angenommen werden, daft 
das Zytoplasma aus sehr verschiedenen Eiweifkomponenten aufgebaut ist. 


Untersuchungen mit verschiedenen Fixierungsmitteln 
durchgefiihrt an Penicillium glawcum 


Zur Bestimmung des IEP des Protoplasten durch Adsorption von Farb- 
stoffen mufte stets das Material fixiert werden. (Die Griinde hierfiir sind 
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bereits im Absatz iiber allgemeine Methodik dargelegt.) So bedeutet jede 
Methode, die man zur Bestimmung des IEP heranziehen kann, immer einen 
recht erheblichen Eingriff:in das lebende Gefiige, der zu einer Schadigung 
des Protoplasten wenn nicht gar zum Tode fiihrit. Da aber der Tod einen 
Ausdruck fiir die Destruktion des ehemals lebenden Protoplasten darstellt, 
muf hierdurch zwangslaufig eine Anderung der Lage der IEP resultieren, da 
dieser an einen bestimmten strukturellen Zustand der Eiweif'verbindungen 
gebunden ist. Daher sprechen bereits Pischinger (1926/27), Leuthardt 
(1928), Pfeiffer (1929), Zeiger (19350—1936), Rubinstein und Uspens- 
kaja (1934), Ries und Gersch (1936) nebst anderen Autoren die Méglich- 
keit einer Verlagerung der Lage der IEP bei den einzelnen Bestimmungs- 
methoden aus. Kélbel (1947) weist quantitativ nach, wie weitgehend die 
Veriinderung der IEPy-Werte durch verschiedene Fixierungsmittel erfolgen 
kann. Die Angaben Kélbels (1947) iiber den IEPy des lebenden Proto- 
plasten lehnt Drawert (1951) mit der Begriindung ab, daft der als IEP , 
angegebene Umschlagspunkt in der elektrophoretischen Wanderrichtung 
vitalgefarbter Hefezellen durch den Dissoziationsgrad des benutzten Farb- 
stoffes und den physiologischen Zustand der Hefezellen bedingt wird. Es 
lassen sich also bei der IEP-Bestimmung keine absoluten Werte, sondern nur 
Aquivalentbilder im Sinne Nissls (1910) gewinnen, und diese Werte kén- 
nen nicht unbedingt auf das vitale Gewebe iibertragen werden. Man darf 
aber annehmen, daft die relative Lage der IEP, einzelner Zellbestandteile. 
Zellen und verschiedener Gewebe zueinander erhalten bleibt. Daf durch 
verschiedene Fixierungsmittel eine unterschiedliche Lage der IEP aufiritt, 
ist leicht verstandlich, wenn man bedenkt, dafi das Protoplasma ein aus 
verschiedenen Bestandteilen hochkomplex geordnetes Stoffsystem darstellt. 
Durch jede verschiedene Fixation ist ein andersartiger Zerfall dieses kom- 
plexen Systems gegeben, und diese durch unterschiedliche Ursachen ebenfalls 
unterschiedlich geanderte Struktur des desorganisierten Protoplasmas be- 
dingt die verschiedene Lage der IEP. Daneben ist auch eine chemische Ein- 
wirkung der Fixierungsmittel anzunehmen. 

Im Zusammenhang mit den beobachteten Farbungsunterschieden und 
einer Bestimmung der IEP, der Zellbestandteile in sich entwickelnden Pilz- 
myzelien erschien es daher von Interesse, an dem gleichen Versuchsmaterial 
die Einwirkung verschiedener Fixierungsmittel auf die Lage der Umschlags- 
punkite zu untersuchen, vor allem um nachzuweisen, daf das Gefiille 
zwischen Wachstumszone und altem Gewebe nicht etwa nur auf die Ein- 
wirkung des Alkohol zuriickzufiihren ist. Die Hinweise in der Literatur 
sind bis jetzt in dieser Hinsicht ziemlich sparlich, auch kommen sie gréRten- 
teils von medizinischer und zoologischer Seite. So konnte durch Pischin- 
ger (1927), Zeiger (1930a u. b) und Seki (1933) eine allgemeine Ver- 
lagerung der IEPy der Protoplasmabestandteile durch verschiedene Fixie- 
rungsmittel vom sauren in den alkalischen Bereich in folgender Reihenfolge 
nachgewiesen werden: Kaliumbichromat — Formol — Alkohol — Salpeter- 
siure — Pikrinsiure — Chromsaure — Kaliumbichromatessigsaure. 

Drawert (1937b und 1938) und Hartel (1940) bestatigen die Ergeb- 
nisse Pischingers (1927) und Zeigers (1930a u. b) fiir Kaliumbichromat, 
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Chromessigséure und Formol am pflanzlichen Material. Auch Yamaha 
(1936) und Ries und Gersch (1936) wiesen darauf hin, dafi verschiedene 
Werte fiir die Lage der IEP, bei verschiedenen Fixierungsmitteln an ein 
und derselben Zelle erhalten werden kénnen. Dodch sind alle diese Befunde 
bis auf Drawert (1938) und Hartel (1940) fiir Kaliumbichromat, Chrom- 
essigsiure und Formol an ein und demselben Gewebeteil durchgefiihrt 
worden, ohne auf Unterschiede zu achten, die sich im Laufe der Alterung 
ergeben. Gesicherte Differenzen in Abhangigkeit vom physiologischen Zu- 
stand liegen hauptsachlich nur bei Yasuzumi (1935) fiir tierische Gewebe 
nach Formolfixation vor. 


Als Grundlage fiir die einzelnen Fixierungsmethoden und Herstellung der Ge- 
mische wurden die Angaben von v. Tellyesniczky (1926) und Romeis (1948) 
benutzt. Die Bestimmung der IEP erfolgte mit der Acridinorangemethode. Als 
Versuchsmaterial diente das Myzel von Penicillium glaucum. 


Athylalkohol 


In der Bewertung der Versuchsergebnisse soll immer wieder von den Ver- 
haltnissen ausgegangen werden, wie sie bei dem elektrochemisch nicht wirk- 
samen Athylalkohol vorliegen, bei dem man also keine stiérkere Umladung 
durch Adsorption fremder Ionen erwarten sollte, sofern er frei von 
Elektrolytionen ist. Es ist aber bekannt, daft die Ladung von Kolloidionen 
u.a. vom Verhaltnis der Dielektrizitatskonstanten von Teilchen und um- 
gebendem Medium abhangig ist (s. a. Pischinger 1927 und Zeiger 1930 a). 
Bringt man nun frisches Gewebe in Alkohol, so werden die Eiweifkérper 
dehydratisiert und gleichzeitig tritt eine Anderung der Ladung ein, denn der 
Athylalkohol ist ein wesentlich schwiacheres Dielektrikum als Wasser 
(26:81). Man darf aber annehmen, dafi, wenn die Praparate in Wasser 
zuriickkommen, wenigstens ein Teil der vorher vorhanden gewesenen La- 
dung wieder wirksam wird, wobei natiirlich die plasmatischen Strukturen 
zerstort sind. Yasuzumi (1933) hat aber schon bei Untersuchungen an 
Erytrozyten dargetan, da& auch die Koagulation mit reinem Alkohol den 
Wert der Umladungsbereiche von lebenden Gewebselementen nicht unan- 
getastet laft. Also ebenfalls der Athylalkohol gibt nur Aquivalentbilder 
des Lebendigen. Daher ist es auch unbedenklich, daf andere Fixierungs- 
gemische verwandt werden kénnen, wenn sie in Bezug auf die Erhaltung 
der Struktur und Substanz mehr zu leisten vermégen als der Alkohol. Es 
mu natiirlich vorausgesetzt werden, daf ihre Wirkung auf die Ladung 
bekannt ist. 

So wurde zuniachst iiberpriift, wie sich absoluter Alkohol gegeniiber der 
iiblichen Fixierung mit 70%igem Alkohol verhalt. Die Pilzmyzelien wurden 
15 Minuten in absolutem Alkohol fixiert. Die Wirkung des absoluten Alko- 
hols auf die Lage der IEP, der Zellbestandteile gibt Tab.3 wieder. Es wird 
eine schwache Verlagerung der IEP, aller untersuchten Zellbestandteile 
nach dem alkalischen Bereich hin sichtbar, und zwar verschiebi sich der p,- 
Wert in einer GréRenordnung von 0,1 bis 0,2. Ein ganz schwach unter- 
schiedliches Verhalten des Gradienten zwischen alteren und jiingeren Myzel- 
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teilen zeigt nur das Zytoplasma in der Keimsporenregion. Parallelversuche 
mit Phycomyces brachten gleiche Ergebnisse. Hier konnte auch dér Ent- 
ladungspunkt der Membranen erfaft werden, doch Unterschiede zwischen 
der Fixierung mit 70%igem und absolutem Alkohol machten sich beim Um- 
schlagspunkt der Membranen nicht bemerkbar. Die Ergebnisse einer 
schwachen Verlagerung der IEP, in den weniger sauren Bereich decken sich 
mit denen, die Yasuzumi (1933 und 1937) fiir tierische Gewebe und Blut- 
zellen fand. 
Tab. 3. 

Abweichungen der Umschlagspunkte bei Penicillium glaucum 
zwischen Fixierungen in 70% Alkohol und absolutem Athylalkohol. 





| Wachstumszone Altere Myzelteile Alte Teile um die Spore 








Kerne /|Zytoplasma Kerne /|Zytoplasma Kerne Zytoplasma 














70% Alkohol. . 49 | 48 45 35 | 44 |. at 


} 
100°/) Alkohol. . 5,0 5,0 4,6 3,7 4,5 3,2 
Methanol 


Als nachstes Fixierungsmittel gelangte 100%iger Methylalkohol zur Ver- 
wendung. Das Myzel von Penicillium wurde darin 10 Minuten fixiert. 
Tab. 4 gibt die Ergebnisse wieder. Der Methylalkohol zeigt also eine ahn- 
liche Wirkung auf die Ladung des Protoplasmas wie der absolute Athyl- 
alkohol. Die Abweichungen iiberschritten eine p,-Differenz von 0,1 nicht. 


Tab. 4. Abweichungen der Umschlagspunkte von Penicillium glau- 
cum zwischen Fixierungen in 70% Alkohol und Methanol. 





Wachstumszone Altere Myzelteile Alte Teile um die Spore 








Kerne \Zytoplasma Kerne |Zytoplasma Kerne | Zytoplasma 








70%) Alkohol . .| 4,9 48 4,5 3,5 44 | 81 
Methanol . . .| 5,0 49 | 46 3,6 45 | 32 
Formalin 


Im allgemeinen ist bei Formolfixierung eine Verlagerung der IEP, in den 
sauren Bereich festgestellt worden (Pischinger 1927, Zeiger 1930b). 
Yasuzumi (1935) dagegen zeigt unter anderem an Pankreaszellen, daf 
mit Abnahme der Zelltatigkeit auch eine Verlagerung in den alkalischen 
Bereich stattfinden kann. Bei Zellen mit erhéhter Lebenstatigkeit allerdings 
bestiitigt auch er die oben gemachten Befunde. Er schlieftt daraus, daft diese 
Verschiebung der Ladungsverhiltnisse artspezifischh vom Alter, den Er- 
nahrungsverschiedenheiten und vom Funktionszustand der einzelnen Zell- 
arten abhangig ist. 

Das Formalin (40%) wurde mit Wasser 1:4 verdiinnt, das .Myzel 
12 Stunden fixiert und anschliefend in Alkohol und Aqua dest. ausge- 
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waschen. Auch kam ein Formol-Alkohol-Gemisch zur Anwendung. Tab. 5 
veranschaulicht die Versuchsergebnisse. Man ersieht aus den gewonnenen 
Werten, daft, wie Yasuzumi (1935) fiir Pankreaszellen angibt, ein unter- 
schiedliches Verhalten zwischen altem und jungem Gewebe nach Formol- 
fixation auch am Pilzmyzel besteht. Eine Verschiebung der IEP,, mehr nach 
dem alkalischen Bereich gegeniiber dem 70%igen Alkohol konnte aber in 
keinem Fall festgestellt werden. Wie aus Tab. 5 hervorgeht, machen sich 
zwei bedeutende Verlagerungen bemerkbar: 

1. Es findet eine starke allgemeine Verlagerung der IEP, in den sauren 
Bereich statt. Diese ist bei Zytoplasma und Kernen unterschiedlich stark. 

2. Das Gefille zwischen Wachstumszone und Basis wird bedeutend ver- 
ringert, ja es macht sich an den Kernen teilweise kaum mehr bemerkbar. 

Die Differenzen zwischen den Werten des 70%igen Alkohols und 
Formols lagen fiir das Zytoplasma in der Wachstumszone in einer Gréfen- 
ordnung des p, von 0,6, in den alten Myzelteilen um die Keimspore von 0,3. 
Die Kerne zeigten wesentlich geringere Unterschiede. 


Tab.5. Abweichungen der Umschlagspunkte bei Penicillium glau- 
cum zwischen Fixierungen in 70% Alkohol, Formol und einem 
Formol-Alkohol-Gemisch 





Wachstumszone |  Altere Myzelteile | Alte Teile um die Spore 











Kerne |Zytoplasma | Kerne Zytoplasma | Kerne | Zytoplasma 


70%)Alkohol . .| 4,9 


| 
4,8 | 45 | 35 | 44 | at 
| 
Formol-Alkohol . 4,6 | 4,5 4,3 So i OB | 2,9 
i es 4,4 4,2 4,2 3,0 4,2 | 2,8 
Kaliumbichromat 


Wie Zeiger (1930 a), desgleichen Drawert (1937 b und 1938) angeben, 
bewirkt Kaliumbichromat bei den Plasmaeiweifen eine allgemeine Verschie- 
bung der IEP, in den sauren Bereich. Es wurde 3 Stunden in 5%iger 
Kaliumbichromatlésung fixiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammen- 


Tab. 6. 
Abweichungen der Umschlagspunkte bei Penicillium glaucum 
zwischen Fixierungen in 70% Alkohol und Kaliumbichromat. 





Wachstumszone Altere Myzelteile | Alte Teile um die Spore 
= aa 


| Kerne |Zytoplasma| Kerne | Zytoplasma Kerne Zytoplasma 
| 
70%  Alkohol . .| 4,9 |. wet ae oe 3,1 














Kaliumbichromat | 4,2 40 | 38 28 | 38 24 


gefaRtt. Die Versuche von Zeiger (1930a) und Drawert (1937 b und 1938) 
kénnen hierdurch vollauf bestatigt werden. Eine sehr starke Verschiebung 
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der JEPy in den sauren Bereich macht sich am ganzen Myzel bemerkbar. Die 
groRte Differenz liegt wieder beim Zytoplasma (0,8 p,-Intervalle), bei den 
Kernen wirkt sie sich etwas schwacher aus. Ein klarer Einflu® auf den ge- 
fundenen Gradienten alt-jung la&t sich nicht feststellen. 


Sublimat 


Zu den Versuchen, wie sie Tab. 7 wiedergibt, wurde eine 2% ige Sublimat- 
losung benutzt. Nach Fixierung von 20 Minuten wurde in 70%igem Alkohol 
ausgewaschen. Auch bei der Sublimatfixation laRt sich eine deutliche 
Ladungsainderung erkennen, und zwar wird die Lage der IEPy bei allen 
physiologischen Zonen nach dem weniger sauren Bereich verschoben. Aller- 
dings macht sich diese Wirkung bei alternden Gewebeteilen etwas weniger 
bemerkbar. 

Gartner (1944) konnte bei elektronenoptischen Untersuchungen an Bak- 
terien die Veranderung des mit Sublimat getéteten Plasmas nachweisen. 
Danach beschreibt er nach Sublimatfixation in stirkeren Konzentrationen 
auf Grund der elektronenoptischen Untersuchungen eine eiweiffallende 
Wirkung, die homogene, kontrastreiche Protoplasmabilder schafft. Da er an 
dem so fixierten Material mit Acridinorange auch in héheren p,- Werten keine 
Adsorptionsfarbung, also Rotfirbung, des Protoplasten erzielen konnte, 
schlieRt er daraus, da das Acridinorange in diese so erzielte Plasmaober- 
flache nicht eindringen kann. Damit wire nach Sublimatfixation eine Be- 
stimmung des IEP, des Protoplasmas mit Acridinorange nicht méglich. 

Es wurde nun in Konzentrationen bis hinauf zur gesattigten Lésung, 
also in viel starkeren Konzentrationen, als sie Gartner (1944) je ange- 
wendet hat, untersucht und jeweils gefunden, daft sich bei Penicillium 
glaucum regelmaftig mit Uberschreiten der IEPy eine Rotfarbung, also 
Adsorptionsfarbung, erzielen laRt. Die von Gartner gemachten Befunde 
diirfen also nicht verallgemeinert werden. 


Tab.7. Abweichungen der Umschlagspunkte bei Penicillium glau- 
cum zwischen Fixierungen in 70% Alkohol und Sublimat. 





T 


| Wachstumszone Altere Myzelteile Alte Teile um die Spore 





| Kerne Zytoplasma | Kerne §/|Zytoplasma Kerne Zytoplasma 

















70% Alkohol . .| 4,9 4,8 45 3,5 4,4 3,1 
Sublimat .../ 51 5,1 4,8 3,7 rv oe 
Osmiumsaure 


Osmiumtetroxyd oder Osmiumsaure, wie es meist genannt wird, ruft 
eine gute Fixierung besonders des Zytoplasmas hervor. Um so wesentlicher 
erschien es, auch hier die Wirkung auf die Ladungsverhialtnisse zu unter- 
suchen. Die Myzelien wurden im Dampf einer 2%igen Lésung 15 Minuten 
gerauchert, da hierbei in diinnen Geweben die schnellste Fixierung erfolgt 
und gerade die Dampfe schneller eindringen. AnschlieBend wurde 1 Stunde 
Protoplasma, Bd. XLI/4. 29 
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in 4%igem Wasserstoffsuperoxyd gebleicht, da sonst die Farbung infolge 
Osmiumausfallungen nicht immer gut beobachtbar ist, ja im Blaulicht die 
Fluoreszenz sogar gréRtenteils geléscht erscheint. Nach der Bleichung liefen 
sich die Praparate gut und vollkommen normal anfarben. Tab. 8 ver- 
anschaulicht die Ergebnisse, die sich mit den von Yamaha (1936) an Pollen- 
mutterzellen von Lilium speciosum gemachten decken. Die Verschiebungen 
der IEP, erfolgen sehr einheitlich in den weniger sauren Bereich, die Ge- 
webe verhalten sich also acidophiler als nach Alkoholfixation, wobei sich 
die Verlagerung etwas stirker als bei der Sublimatfixierung bemerkbar 
macht. Der polare Gradient blieb vollkommen erhalten. 


Tab.8. Abweichungen der Umschlagspunkte bei Penicillium glau- 
cum zwischen Fixierungen in 70% Alkohol und Osmiumsiure. 





Wachstumszone Altere Myzelteile Alte Teile um die Spore 





Kerne Zytoplasma Kerne | Zytoplasma Kerne Zytoplasma 
70% Alkohol . .| 49 48 45 | 3,5 a4 | (68 


Osmiumsiiure. .| 5,8 58 | 49 | 39 48 | 35 




















Carnoysches Gemisch, Kaliumbichromatessigsaiure und 
Essigsaure 


Diese drei Gemische sollen zusammen behandelt werden, da sich die Er- 
gebnisse bei allen drei Fixierungsmitteln wahrscheinlich auf die Wirkung 
der Essigsdure zuriickfiihren lassen. Die Herstellung des Carnoyschen Ge- 
misches erfolgte aus 6 Teilen absoluten Alkohols, 3 Teilen Chloroform und 
1 Teil Eisessig. Die Fixierungsdauer der Myzelien betrug 1 Stunde. An- 
schlieBend wurde in reinem Alkohol ausgewaschen. Die Kaliumbichromat- 
essigsdure war aus 100cm* 3%iger Kaliumbichromatlésung und 5cm* kon- 
zentrierter Essigsaiure hergestellt. Nach einstiindiger Fixierung wurde wie 
bei reiner Essigsaurefixation in Aqua dest. mehrmals nachgewaschen, um 
den p,- Wert im Gewebe zu neutralisieren. 


Tab.9. Abweichungen der Umschlagspunkte bei Penicillium glau- 
cum zwischen Fixierungen in 70% Alkohol, Carnoyschem Ge- 
misch, Kaliumbichromat-Essigsiure und Essigsaure. 





Wachstumszone Altere Myzelteile Alte Teile um die Spore 


1 
Kerne |Zytoplasma Kerne |Zytoplasma | Kerne Zytoplasma 








| 
70% Alkohol . . 4,9 48 | 45 | 3,5 | 4,4 3,1 











Kaliumbichromat- | | 

Essigsfure .. 60 | 6,0 56, 45 | 5,4 4,0 
Carnoysches Ge- | | 

MN 3.5 ew 6,1 60 | 5,7 | Bh OE || ee 
Essigsdiure . Oe ee eee” Ge ee | 4,7 5,6 | 42 
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Tab.9 veranschaulicht die Befunde. Es lassen sich hier sehr extreme 
Werte erkennen, wie sie auch Kaliumbichromat nur entgegengesetét- nach 
der sauren Seite hervorruft. Bei den Kernen betragt die maximale Ab- 
weichung gegeniiber den Werten beim Alkohol 1,5 p,-Intervalle, beim Zyto- 
plasma 1,4. Der Gradient zwischen altem und jungem Gewebe ist nicht nur 
relativ aufrechterhalten, sondern sogar noch verstarkt. 

So betrigt die Differenz der IEP, der Kerne von der Wachstumszone 
zur Basis nach Essigsiurefixierung 0,8 p,-Einheiten gegeniiber 0,5 beim 
Alkohol, die des Zytoplasmas 2,0 p,-Einheiten gegeniiber 1,7. 

Aus den Versuchen laft sich ersehen, da durch die Fixierung 
neben der Zerstérung des lebensgetreuen Abbildes des Proto- 
plasmas auch die Ladungsverhidltnisse der Plasmaeiweif- 
kérper weitgehend verindert werden, was mit der Destrukturie- 
rung des sonst wohlgeordneten plasmatischen Systems und der chemischen 
Einwirkung durch die verschiedenen Fixierungsmittel durchaus verstand- 
jich wird. Man kann also auch auf physikalisch-chemischem Gebiet nur 
Aquivalentbilder des Lebendigen erhalten. Gleichzeitig kann _ bestitigt 
werden, daf die einzelnen Fixierungsmittel den Umladungsbereich der 
Ampholyte desselben Zellbestandteiles in charakteristischer Weise ver- 
andern, ebenso darf aber nicht iibersehen werden, daft diese Verschiebung 
der IEP, durch ein bestimmtes Fixierungsmittel nicht fiir alle Entwick- 
lungsstadien desselben Gewebes immer gleichsinnig und in gleicher Starke 
erfolgt. Trotzdem konnte bewiesen werden, daft der Entwicklungsgradient, 
wie er in der vorliegenden Arbeit an Pilzen ermittelt wurde, nicht von der 
Fixation abhangig ist, sondern bei samtlichen Fixierungsmitteln nachweis- 
bar blieb. Alle nach Alkoholfixierung gewonnenen Werte fiir die IEP, der 
Zellbestandteile besitzen also relative Giiltigkeit. 

Kurz lat sich die ladungsindernde Wirkung der verwendeten Fixie- 
rungsmittel von dem sauren nach dem alkalischen Bereich hin zusammen- 
fassen: Kaliumbichromat — Formol — Alkohol — Formol — 70%iger Alkohol 
— Methanol — 100% iger Alkohol — Sublimat — Osmiumsaure — Kalium- 
bichromat-Essigséure — Carnoysches Gemisch — Essigsaure. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 

1. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob der mittlere 
isoelektrische Punkt des Zytoplasmas, der Kerne und der Entladungspunkt 
der Membranen bei vergleichenden Untersuchungen an wachsenden Pilz- 
myzelien gesetzmafig verschieden ist. 

Als Versuchsmaterial gelangten das Myzel, die Sporangien und Kopu- 
lationsorgane von Phycomyces Blakesleeanus, das Myzel, die Konidien- 
trager und Sporen von Penicillium glaucum zur Verwendung. 

2. Die Verwendbarkeit und Genauigkeit der fluoreszenzoptisch arbei- 
tenden Acridinorangemethode zur Bestimmung des IEP wurde am Gelatine- 
modell gegeniiber den Ergebnissen iiberpriift, die durch die Farbungs- 
methode mit eiriem sauren und einem basischen Diachrom gewonnen wur- 
den. Bei beiden Techniken liegen die erhaltenen Werte fiir den JEP im 
gleichen Bereich. 


29* 
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3. Jeder der untersuchten Zellbestandteile (Kern, Zytoplasma, Membran) 
besitzt innerhalb der Zelle seinen charakteristischen IEP, bzw. Entladungs- 
punkt. 

4. Es wurde bei allen Versuchsobjekten mit zunehmender Alterung eine 
gesetzmaRige Verschiebung der IEPy in den sauren Bereich hin gefunden. 
Hierbei zeigte sich also eine ausgesprochene Polaritat, die von den Wachs- 
tumszonen zur Keimspore verlief. Dieses Gefalle war fiir die einzelnen 
untersuchten Zellbestandteile gleichsinnig, wenn auch mit verschiedenen 
zahlenmaiftigen Differenzen. So zeigte besonders das Zytoplasma gréfere 
Verschiebungen in der Lage der IEPy als die Kerne. Die geringste Ver- 
anderung war beim Entladungspunkt der Membranen festzustellen. 

Bei Phycomyces und Penicillium war innerhalb einer Zelle ein deutlicher 
Gradient in der Lage der IEP, fiir einzelne Zellbestandteile nachweisbar. 
Dieses laft den Schlu& zu, da mit polarer Differenzierung eine Verschie- 
denheit der Eiweifizusammensetzung besteht. Die Veranderungen der 
IEP, der Zellbestandteile im Laufe der Entwicklung und Ausdifferenzie- 
rung kénnen mit dem Plasmawuchs in Verbindung gebracht werden. 

Auf Grund der IEP,,- Werte der runden und spitzen Hyphenendigungen, 
die eine unterschiedlichhe Wachstumsgeschwindigkeit zeigen, liefen sich 
Riickschliisse auf den Wachstumsgradienten des Protoplasten ziehen. 

5. Bei Phycomyces war es durch die unterschiedliche Lage der IEPy der 
Kopulationsorgane méglich, den (+)- und den (—)-Stamm wahrend der 
Kopulation voneinander zu unterscheiden. 

Die aufgefundenen Gradienten decken sich mit denjenigen, die bisher 
in der Literatur im Sinne der ,,Protoplasmatischen Pflanzenanatomie“ er- 
arbeitet wurden. 

6. Gleichzeitig wurde an dem Myzel von Penicillium die Beeinflussung 
der Lage der IEP, durch verschiedene Fixierungsmittel untersucht. Die 
Lage der IEP, war bei allen Fixierungsmitieln veraindert, wahrend die 
Differenzen alt-jung, wenn auch im relativen Sinne, erhalten blieben. 
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Uber Calciumoxalat in Pflanzenzellen 
Von 


H. v. Philipsborn 
(Mineralogisch-Petrologisches Institut der Universitat Bonn) 


Mit 6 Textabbildungen 


(Eingelangt am 10. Juni 1952) 


Hydrate des Calciumoxalats. Unbestritten sind Hydratstufe und Eigen- 
schaften des monoklinen Calciumoxalat-Monohydrats CaC,O,.H,O, im 
medizinischen und mineralogischen Schrifttum Whewellit genannt, der Name 
soll auch hier verwendet werden. Ein Streit geht aber seit 100 Jahren ((32| 
A. Souchay u. E. Lenssen 1856) um die Hydratstufe des tetragonalen 
Calciumoxalats; hat es 2 oder 3 Mol H,O oder ist ein dazwischen liegender 
Wert richtig? Dieses Hydrat nennt das neuere medizinische und das neuere 
mineralogische Schrifttum Weddellit, diese Benennung soll auch hier ge- 
braucht werden. Wichtige Eigenschaften des Weddellits, wie Hydratstufe, 
Optik und Dichte, sind erst jiingstens richtig bestimmt worden. Whewellit 
und Weddellit haben in der botanischen Forschung stets eine sehr griind- 
liche Behandlung, und zwar auch durch synthetische Arbeiten, erfahren 
([4] A. Frey-Wyssling 1925, [5] 1929, [6] 1935). Ein drittes Calcium- 
oxalat ist bisher nicht in Pflanzenzellen, wohl aber bei synthetischen Unter- 
suchungen beobachtet worden, fiir den synthetisch forschenden Botaniker 
daher nicht ohne Interesse. Es wird im folgenden als Calciumoxalat-?-3- 
Hydrat (sprich: fraglich-3-Hydrat) bezeichnet. Uber ein viertes proble- 
matisches Hydrat vergleiche man Th. Pobeguin ([28] 1943) und J. Le- 
comte, Th. Pobeguin u. J. Wyart ([19] 1943). 

Calciumoxalat-?-3-Hydrat. A. Frey-Wyssling ([6] S. 180 19535) 
nennt als Enidecker dieses Hydrats V. KohIschiitter u. J. Marti ([14] 
1930), es ist jedoch schon vor 1930 von G. Hammarsten ([8] 1928, [9] 1937) 
und von W. F. Jakob u. E. Luczak ([11] 1929) beschrieben worden und 
nach 1930 haben sich mit ihm beschaftigt: J. M. Kolthoff u. E. B. Sandell 
({15] 1937), Th. Pobeguin ([28] 1943) und J. Lecomte, Th. Pobeguin 
u. J. Wyart ({19] 1943). Man kennt von diesem Hydrat mit Sicherheit 
weder die Hydratstufe noch das Kristallsystem (monoklin? triklin?). 
Flache Tafeln ohne einfach-symmetrischen Umrifi sind seine charakteristische 
Form. Zeichnungen von Kristallformen bringt G. Hammarsien [8], 


Photos V. KohIschiitter u. J. Marti [14]. Der Verfasser fand das Hydrat 
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als selten auftretenden und dann auch nur sparlichen Begleiter des nach 
seinem Verfahren synthetisch aus Harn ausgefallten Weddellits, Abb. 1. Es 
wird sehr wahrscheinlich isomorph mit dem in ahnlichen Formen bekannten 
Cadmiumoxalat-Trihydrat sein, eine Untersuchung in dieser Richtung ist 
im Gange. 

Neue Synthese und Hydratstufe des Weddellits. Dem tetragonalen Cal- 
ciumoxalat wird im botanischen Schrifttum, den Arbeiten A. Frey-Wyss- 
lings [4] 1925, [5] 1924, [6] 1935) folgend, bis heute 3 Mol H,O zugeschrieben. 
Der lange Streit um die Hydratstufe schien 1925 durch das chemisch-ana- 
lytische Ergebnis A. Frey-Wysslings, gewonnen an synthetischem Ma- 
terial, zugunsten des Trihydrats entschieden zu sein. Allerdings schreibt 
dieser Autor ({4] S.9): ..Alle 
Versuche, Trihydrat durch 
Fallung rein zu erhalten, 
scheiterten...“, und das 
Verfahren, mit dem er sein 
Analysenmaterial gewann, 
nennt er ,,heimtiickisch und 

unbefriedigend“. Schon 
1928 behauptet G. Ham- 
marsten [8] auf Grund 
sehr eingehender Untersu- 
chungen, das_ tetragonale 
Calciumoxalat sei ein Di- 
hydrat. F. A. Bannister 
Abb. 1. 500:1. Calciumoxalat-?-3-Hydrat mono- ({t] 1936) fand tetragonales 


klin? triklin? Tafeln neben tetrag. Weddelit, Calciumoxalat im Tiefsee- 
synthetisch aus Harn gefiillt. sediment des Weddell-Mee- 
res (Antarktis) und wollte 
die Unsicherheit hinsichtlich 
der Hydratstufe beseitigen. Das Tiefseematerial war zu knapp, aber nach 
den Ergebnissen zweier Analysen von tetragonalem Calciumoxalat aus 
Harnsteinen meint er: ,,... probable composition CaC,O,.2H,O... the 
trihydrate formula ... is incorrect.“ A. T. Jensen ({12] 1940/41) und E. L. 
Prien u. Cl. Frondel ([29] 1947) nehmen in ihren Harnsteinarbeiten die 
Dihydratstufe als richtig oder doch sehr wahrscheinlich an. A. Frey- 
Wyssling teilte mir auf meine Anfrage im Dezember 1950 mit, daf er zur 
Zeit seine friiheren Ergebnisse nachpriifen lieRe, und schreibt: ,,... finden 
wir bei unseren Strukturuntersuchungen, daf wahrscheinlich 3H,O im 
Gitter vorhanden sind, von denen jedoch eines vermutlich zeolithisch ge- 
bunden ist, woraus sich die vielen Analysenresultate zwischen 2 und 3 
ergeben.* 

Alle Bemiihungen, die Hydratstufe des Weddellits zu ermitteln, schei- 
terten daran, daft es nicht gelingen wollte, Weddellit frei von anderen Hy- 
draten synthetisch zu gewinnen. Die Vorschrift des Verfassers, reinen Wed- 
dellit zu erhalten ist folgende: 500 cm? filtrierter Harn werden in einem 
Becherglas hoher Form von 800cm* Inhalt bei Raum-T. in einem Guf 
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unter Umriihren mit 25cm’ n/20 Ammoniumoxalat versetzt. Innerhalb der 
ersten 10 bis 15 Minuten scheidet sich nur Weddellit in flachen tetragonalen 
Dipyramiden von etwa 10 u Gréfe aus. Er setzt sich in geniigender Menge 
zu Boden, wird dekantiert, in ein Becherglas von 10cm’ Inhalt iibergefiihrt, 
hierin durch Dekantieren mit Wasser und Alkohol gewaschen und bei 40 
bis 50° getrocknet. Die Reinheit des Praparats zeigt Abb. 2. AnschlieBend 
bildet sich nur Whewellit in faserig-spharolithischen Gebilden, wie man sie 
auch in natiirlichem Harnsediment kennt, Abb. 3. Eine staindige mikro- 
skopische Uberwachung ist erforderlich, um Priaparate, die Weddellit mit 
anderen Hydraten gemengt zeigen, verwerfen zu kénnen. Laft man die 
Weddellit-Kristalle langer im Harn, wachsen sie wohl etwas gréfer, gehen 
aber auch wieder in Liésung, 
wie dann entstehende ge- 
rundete Formen erkennen 
lassen. Uber die zahlreichen, 
bei verschiedenen Tempera- 
turen, mit verinderten Kon- 
zentrationen und anderen 
Abwandlungen der Ver- 
suchsbedingungen durchge- 
fiihrten Kristallisationsver- 
suche wird in einer minera- 
logischen Zeitschrift berich- 
tet werden. 

Beim Trocknen und Ab- 
wiagen der Proben zur che- 
mischen Analyse . wurde 
beobachtet, dal Weddellit 
ungewohnlich rasch und 
recht erhebliche Mengen 
Wasser aufnehmen und abgeben kann. Durch H,O- und CaO-Bestimmungen 
wurde ermittelt, daf Weddellit bei unveranderter Kristallform (soweit 
u. d. M. zu erkennen ist) iiber Wasser aufbewahrt 2,5 Mol H,O, offen im 
Zimmer gestanden 2,3 Mol, bei R.-T. iiber Kieselgel aufbewahrt 2,2 Mol und 
bei 105 bis 110° getrocknet 2,03 Mol H,O besitzt. Ein Teil des Wassers hat 
also offenbar ,,zeolithischen“ Charakter, aber iiber 2,5 Mol kann Weddellit 
— wenigstens bei R.-T. — nicht enthalten, wobei vielleicht ein Teil schon als 
hygroskopisches Wasser anzunehmen ist ([26] H. v. Philipsborn 1951). 
Ein ,,zeolithischer“ Wassergehalt ist neuerdings auch beim Calciumtartrat- 
Tetrahydrat CaC,H,O,.4H,O, das in Pflanzenzellen vorkommt, festgestellt 
worden ({20] J. Lecomte, Th. Pobeguin u. J. Wyart 1948). 

K. J. Pedersen ([24] 1940), dessen Veréffentlichung dem Verfasser erst 
nach Abschluf& seiner experimentellen Untersuchungen bekannt wurde, 
wollte ebenfalls reinen Weddellit durch Fallung von Harn mit Ammonium- 
oxalat gewinnen, er kam aber zu keiner sicheren Entscheidung iiber die 


Hydraistufe, hielt es fiir wahrscheinlich, daR Weddellit Dihydrat ist und 





Abb. 2. 500:1. Weddellit, tetragonales Calcium- 
oxalat-Dihydrat, flache tetrag. Dipyramiden, syn- 
thetisch aus Harn gefiaillt. 
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fiihrte die Unstimmigkeiten der Analysenergebnisse auf Unreinheit der 
Praparate zuriick. 

Weddellit kann unbedenklich mehrere Stunden bei 60 bis 70°, einige 
Stunden bei 105°, kiirzere Zeit (unter einer Stunde) auch bei 110° getrocknet 
werden, bei langerem Erwarmen iiber 110° beginnt die Umwandlung in 
Whewellit, und zwar in Form von Schniiren, die in zwei Richtungen orien- 
tierte Verwachsungen mit Weddellit bilden (Abb. s. [26] H. v. Philips- 
born 1952). Am Ende der Umwandlung liegt ein Netzwerk von Whewellit- 
schniiren vor. In siedendem Wasser behandelt, list sich Weddellit unter 
Bildung wohlgeformter Whewellit-Kristalle — prismatische Formen und 
charakteristische Zwillinge —, eine neue, héchst einfache Synthese gut aus- 
gebildeter Whewellit-Kri- 
stalle, s. Abb. 4. Auf dem 

angegebenen Wege sind 

Weddellit und Whewellit 
so leicht zu gewinnen, dak 
sie ein dankbares Objekt 
fiir das botanische Prakti- 
kum abgeben zum Studium 
des Calciumoxalats nicht 
nur in der Zelle, sondern 
auch an isolierten Kristal- 
len. In Glyzerin eingebet- 
tet, ,.walzen“ sich die ein- 
zelnen Kristalle beim Ver- 
Abb. 3. 500:1. Whewellit, monoklines Calcium- schieben des Deckglases, und 
oxalat-Monohydrat, faserig-sphirolithische Ge- ihre wahre Gestalt wird mit 
bilde, synthetisch aus Harn gefillt. einem Blick erfafit, da sich 

alle nur irgend médglichen 

Umrifbilder deutlich zeigen. 

Optik und Dicite des Weddellits. Die bisher veréffentlichten Werte sind 
nachstehend zusammengestellt. F. A. Bannister bestimmte seine Werte 
an Weddellit aus Harnsteinen, der Verfasser an nach seinem Verfahren 
gewonnenem synthetischem Weddellit, n,, —n, = 0,021 iiberdies an prisma- 
tischen Kristallen in Zellen von Commelina. Die Werte von A. Frey- Wyss- 





Nw NM No—h G 
F. A. Bannister (1936) 1,523 1,544 0,021 1,99 
H. v. Philipsborn (1951) 1,526 1,547 0,021 1,99 
A. Frey-Wyssling (1925, 1935) 1,552 1583 0,034 _ 


ling diirften irrtiimlich sein. F. A. Bannister ([1] S. 64) meint: ,,In view 
of this disagreement in refractive index measurements some of his iden- 
tifications of the tetragonal crystals in plants must be accepted with re- 
serve.” Die maximale Doppelbrechung des Whewellit ist 0,160, der Unter- 
schied zwischen den Werten beider Hydrate ist also noch gréfer, als bisher 
angenommen wurde. Diese stark verschiedene Doppelbrechung ist, wenn 
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Kristallformen fehlen, wichtigstes Unterscheidungsmerkmal beider Kri- 
stallarten. - 
Organisches Geriist. Calciumoxalat-Harnsteine besitzen ein sog. organi- 
sches Geriist, das beim Auflésen eines Diinnschliffs in Salzsiure iibrig 
bleibt, durch Farbung mit Eosin sichtbar gemacht wird und ein Abbild des 
faserig-schichtigen Steinaufbaues gibt ({[13] O. Kleinschmidt 1911). Im 
medizinischen Schrifttum findet sich die Angabe, daf auch jedes Calcium- 
oxalat-Kristillchen des Harnsediments nach dem ‘Auflésen einen Haudr von 
organischem Geriist zeige, doch wird die Richtigkeit dieser Beobachtung von 
anderer Seite angezweifelt. Der Mineraloge kennt die Erscheinung, daf ein 
anorganischer Kristall organische Farbstoffe, die der Mutterlauge zugefiigt 
sind, beim Wachsen gesetz- 
mafig orientiert einschlieft. 
Es ist an sich vom Stand- 
punkt des Kristallisations- 
vorganges nicht abwegig, 
anzunehmen, daf Kristalle, 
die in Lésungen wachsen, 
die organische Substanz ent- 
halten, solche beim Wach- 
sen einschliefen. Der vom 
Verfasser aus Harn gewon- 
nene Weddellit wurde auf 
Stickstoff gepriift, doch war | Ba? <a 
das Ergebnis negativ. Mit © i OS tO nee, 
feineren Methoden soll die- 
sem Problem weiter nachge- 





Abb. 4. 500:1. Whewellit, monoklines Calcium- 
oxalat-Monohydrat, prismatische Kristalle, Zwil- 


gangen werden. ; linge, synthetisch aus Weddellit. 
Réntgenographische Be- 


stimmung von Kristallsand. 
Es liegt nahe, zur Identifikation von Kristallen in Pflanzenzellen, die infolge 
des Fehlens von Kristallformen iiberhaupt oder infolge des Fehlens von 
deutbaren Kristallformen oder infolge ihrer Kleinheit mit den iiblichen 
Methoden nicht bestimmbar sind, Debye-Scherrer-Réntgen-Pulver-Dia- 
gramme heranzuziehen. Das botanische Schrifttum zeigt, daf von dieser 
Médglichkeit noch nicht Gebrauch gemacht ist. E. Kiister ({17] 1951) er- 
wahnt keine Anwendung und I. Lanz ({18] 1940) schreibt iiber geformte 
mineralische Einschliisse der Diatomeenzelle: ,,.Die mikroskopische Priifung 
macht Schwierigkeiten... Ich méchte auf Kalziumkarbonat schliefen, ob- 
wohl niemals die Entwicklung von CO,-Blasen beobachtet wurde.“ 
Versuche lieRen erkennen, daf unter giinstigen Umstanden schon ge- 
trocknete Pflanzensubstanz ohne irgendeine Isolierung oder Anreicherung 
ein entscheidendes Diagramm geben kann, so z. B. gab eine Probe Droge aus 
Rhabarberrhizom ein einwandfreies Whewellit-Diagramm und ein Stiick- 
chen Blattgewebe von Commelina ein unzweifelhaftes Weddellit-Diagramm, 
s. Abb. 6c, d. Um den Kristallsand von Atropa Belladonna zu bestimmen, 
wurde wie folgt verfahren: Blatter sorgfaltig mit dest. Wasser waschen (nur 
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wenige anhaftende Sandkérner wiirden sich spiater angereichert wieder- 
finden), bei 50° trocknen, in Achatreibschale zerreiben, durch ein Sieb 
(Maschenweite 0,1 mm) geben, Blattpulver in Bromoform-Benzol-Gemischen 
von geeigneter Dichte zentrifugieren (empfohlen wird Bromoform zur 
Kohlenwiische Merck Nr. 1923). Kristallpulver sinkt, Blattsubstanz 
schwimmt. Nach dem ersten Zentrifugieren entfernt man die schwimmende 
Blattsubstanz mit einem Spatel, ohne das Kristallpulver am Boden des 
Zentrifugenglases (vorieilhaft Spitzréhrchen) aufzuriihren, gibt frisché 
Blatisubstanz nach, verriihrt diese jedoch nur im oberen Teil des Zentri- 
fugenglases und zentrifugiert wieder. So reichert sich nach mehrmaligem 
Wiederholen des Verfahrens die fiir eine Réntgenaufnahme erforderliche 
Menge von Kristallpulver 
(1 bis 2mg) am Boden des 
Glases an, auch wenn der 
Ausgang der Probe nur Spu- 
ren von Kristallpulver ent- 
halt. 

Das _ Kristallkonzentrat 
wird u. d. M. auf Reinheits- 
grad gepriift und, falls es 
erforderlich erscheint, noch- 
mals in schwerer Lisung von 
geeigneter Dichte zentrifu- 
giert. Auf diese Weise lassen 
sich auch mehrere Kristall- 
arten in einem Grade tren- 
nen, der  ausreicht, um 
einwandfreie Réntgendia- 
gramme zu erhalten (Pha- 
senanalyse des Mineralogen). 
Das Kristallpulver-Konzentrat wird im Zentrifugenglas durch Zentrifugieren 
mit Benzol gewaschen. Um bei der Feinheit des Pulvers und seiner gerin- 
gen Menge beim Herausnehmen aus dem Glase Verluste zu vermeiden, 
entnimmt man das Pulver dem Glase als Aufschwemmung in wenig Benzol 
mittels einer Pipette und gibt Tropfen nach Tropfen in den Hohlschliff 
eines Objekttragers, der auf einer Heizplatte liegt. 

Das Konzentrat dient dem Studium der Kristallformen, der mikro- 
skopisch-chemischen Analyse und der Réntgen-Pulveraufnahme. Im Kon- 
zentrat lassen sich an den isolierten Kristallen, die in reichlicher Menge 
vorliegen, viele besser als im Zellverband vielleicht doch vorhandene Kristall- 
formen studieren. Die Abb.5 zeigt das Konzentrat des Kristallsandes aus 
Atropa Belladonna, aufgenommen in polarisiertem Licht bei gekreuzten Ni- 
cols, die dreieckigen Umrisse riihren von den fiir diesen Kristallsand 
charakteristischen pseudotetraedrischen Formen her. Eine Deutung dieser 
Formen als Kristallformen des Whewellits gelang bisher noch nicht. Wohl 
aber lieffen sich am Konzentrat alle fiir Calciumoxalat kennzeichnenden 
mikroskopisch-chemischen Nachweise erbringen. Hiebei bewahrte sich ein 





Abb. 5. + Nic. 600:1. Whewellit. Kristallsand, 
isoliert aus Atropa Belladonna, z. T. pseudo- 
tetraedrische Formen. 


———— ae 
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Quarzglasobjekttrager, auf dem man das fiir Calciumoxalat typische Nicht- 
brausen mit der Salzsiure vor dem Erhitzen, aber Brausen nach.dem Er- 
hitzen ohne Ubertragung der Probe an kleinsten Kérnchen u. d. M. beob- 
achten kann. 

Der Kristallsand aus den Zellen von Atropa Belladonna ist Whewellit, 
dies beweist die Ubereinstimmung der Réntgendiagramme vom Kristall- 
sand und vom synthetischen Whewellit, s. Abb. 6a u. b. 

Zu einem Debye-Scherrer-Diagramm geniigen 1 bis 2 mg Probe, die iiber- 
dies nicht verbraucht werden, sondern nach der Aufnahme zu einer mikro- 
skopisch-chemischen Bestimmung dienen kénnen. Der Hauptvorteil des 
Roéntgenverfahrens ist, da eine kristalline Probe auch dann noch ein be- 
weiskraftiges Diagramm lie- 
fern kann, wenn andere 
kristalline oder nichtkristal- 
line Substanzen beigemengt 
sind. Es braucht die zu 
priifende Kristallart nicht 
voéllig rein isoliert zu wer- 
den, es geniigt fiir die 
Roéntgenaufnahme ein Kon- 
zentrat, mit welchem ein- 
wandfreie mikroskopisch- ,@ = 
chemische Nachweise nicht ei . | 
zu erzielen: sind. Der Ver- 
fasser ist der Meinung, dal? Abb. 6. Debye-Scherrer-Réntgen-Diagramme. 
mit dem hier erprobien @-. Whewellit synthetisch. b. Whewellit, Kristall- 
Verfahren alle noch proble- sand, isoliert aus Atropa Belladonna. c. Weddel- 
miata iain Kittitas tn Tis lit, synthetisch. d. Weddellit im Zellverband von 
Commelina. 





zenzellen identifiziert wer- 
den kénnen. 

Calciumoxalat in fossilen Pflanzen. Mehrfach sind Calciumoxalat-Kri- 
stalle aus fossilen Pflanzen beschrieben, so von K. Madler ([22] 1939). Bei 
Vorkommen geologischen Alters mu man annehmen, daf der instabile 
Weddellit kaum erhalten geblieben sein kann, man wird Whewellit in der 
aiuferen Form des Weddellits (Paramorphose) vor sich haben. Es muf aber 
damit gerechnet werden, daft selbst Whewellit nicht erhalten geblieben, 
sondern durch CO,haltige Wasser in Calciumcarbonat umgewandelt ist, 
vielleicht unter Erhaltung der auferen Form, die unter solchen Umstanden 
kein brauchbares Kriterium fiir die Bestimmung abgeben kann. Ein Debye- 
Scherrer-Diagramm wird stets die Kristallart verraten. 

Calciumoxalat im Honig. Gelegentlich der Pollenanalyse von Honig 
wurde Calciumoxalat gefunden ([(34] W. J. Young 1908, [3] K. FehImann 
1911, [33] H. Witte 1912, [2] G. Buchner 1913, [7] C. Griebel 1958). 
G. Goetze, Direktor des Instituts fiir Bienenkunde an der Universitat 
Bonn, beobachtete Calciumoxalat bei der Pollenanalyse und bei Darm- 
untersuchungen an Bienen (miindliche Mitteilung). Als Formen werden 
genannt: ,,briefumschlagférmig~ und ,,kurzprismatisch“, also ist es Wed- 
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dellit. Nur H. Witte ([33] S. 366) aufert sich iiber die Herkunft: ,,...ich 
fand darin nichts Auffalliges, da ihre Herkunft aus dem zum Bienenbrot 
verarbeiteten Pollen und auch aus dem Nektar sehr natiirlich ist.“ Nach der 
Ansicht des Verfassers miiRte nach dieser Erklarung das Vorkommen von 
Weddellit im Honig regelmaftiger und haufiger sein oder aber es muf oft 
iibersehen werden. Eine Umfrage bei acht Stellen (Forschungsstitten fiir 
Bienenkunde und Honig verarbeitende pharmazeutische Betriebe) ergab: 
von keiner Stelle Beobachtung von Calciumoxalat im Honig. Die Bayerische 
Landesanstalt und Landesinspektorat fiir Bienenzucht in Erlangen schreibt: 
Bei den gut 3000 Honigproben, die an unserer Anstalt untersucht worden 
sind, wurden Befunde fiir Kalziumoxalat-Kristalle nicht erhoben.“ Das 
Eidgen. Gesundheitsamt in Bern antwortet: ,,In unserem Amt hat Herr 
Dr. von Fellenberg sich seit Jahren und sehr intensiv mit der Honig- 
untersuchung und -zusammensetzung befaftt. Ihm ist jedoch von einem 
Vorkommen von Calciumoxalat-Kristallen in Honig nie etwas bekannt 
geworden.~ Ejinige Wochen spater schrieb Frl. Dr. A. Maurizio, Eidgen. 
milchwirtsch. u. bakteriol. Anstalt, Abt. Bienenkrankheiten, Liebefeld, Bern, 
Schweiz, die auch gefragt war, dem Verfasser, daft ihr jetzt bei einer Honig- 
untersuchung ein grobkristallines Sediment aufgefallen sei und daf ihr 
durch die Anfrage des Verfassers der Gedanke gekommen sein, es kénnte 
Calciumoxalat sein. Der Verfasser erhielt eine Probe des Honigs; im Zentri- 
fugat des mit Wasser verdiinnten Honigs, wie zur Pollenanalyse iiblich, 
fanden sich die charakteristischen flachen tetragonalen Dipyramiden des 
Weddellits. Fri. Dr. A. Maurizio wird iiber ihren Fund selbst berichten 
und versuchen, die Frage nach der Herkunft des Calciumoxalats. im Honig 
zu beantworten. Sie vermutet, da das Vorkommen viel hiaufiger ist, als 
man bisher annahm, und daft es nur unbeadhtet geblieben ist. 

Folgende Fragen harren der Beantwortung: 1. Nimmt die Biene Calcium- 
oxalat-Kristalle der Pflanze auf? 2. Gehen diese Kristaile unverandert in 
den Honig? 3. Bilden sich solche Kristalle im Bienenkérper? In welchen Or- 
ganen? Nur pathologisch? 4. Bilden sich die Kristalle erst im Honig? 

Calciumoxalat gebildet durch Flechten? J. Liebig ({21] 1853) fand auf 
einer Marmorsaule des Parthenon eine 2mm dicke schmutziggraue Kruste 
aus Calciumoxalat, u. d. M. beobachtete er eine Anhaufung kleiner Warz- 
chen von konzentrischem Gefiige. Liebig halt eine Bildung durch Flechten 
fiir wahrscheinlich. Ein zweites Vorkommen auf dichtem Kalkstein der 
Krim beschreibt Schkatelow ([30] 1907). Der Verfasser miéchte die Bo- 
taniker auf diese Bildungsweise von Calciumoxalat aufmerksam machen, 
iiber die er im botanischen Schrifttum Angaben nicht finden konnte. 

Calciumoxalat, Historisches. S. Abschnitt ,,Calciumoxalat, 275 Jahre 
mikroskopischer Forschung” in [27] H. v. Philipsborn, 1952. 

Berichtigungen des Schrifttums (soweit nicht im Text geschehen). 
G. Holzner ([10] 1861) zeigte, wie man durch Messen des einspringenden 
Winkels der Zwillingsbildung Whewellit-Zwillinge von Gips-Zwillingen, 
die sich im iibrigen sehr ahneln, unterscheiden kann. Man hatte bis dahin 
Whewellit-Zwillinge fiir Gips-Zwillinge gehalien. H. Schneider ((31] 
S. 176 1922), H. Molisch ([23] S. 51 1923), E. Kiister ([16] S. 786 1935) 
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bilden als Whewellit-Zwilling einen Gips-Zwilling mit dem nur fiir Gips 
richtigen Winkel ab. Andere Bilder von G. Holzner sind entstelkt wieder- 
gegeben. In der Tafel der Kristallbilder von Calciumoxalat-Monohydrat 
bei A. Frey-Wyssling [4] S. 6 (1925), [5] S. 85 (1929), [6] S. 149 (1945) 
muf im rechten und mittleren Bilde der drei Bilder von Iris Pseudacorus £ 
durch y ersetzt werden. Bei E. Kiister ([17] S. 440 1951) liest man, da 
Weddellit stairker doppelbrechend wire als Whewellit, umgekehrt ist 
richtig. 
Zusammenfassung 

Das tetragonale ,,Calciumoxalat-Trihydrat“ des botanischen Schrift- 
tums ist in Wahrheit Dihydrat, das zusatzlich bis etwa 0,5 Mol Wasser als 
»zeolithisches* Wasser aufnehmen kann. Wie dieses Hydrat rein dargestellt 
werden kann, wird angegeben. Die bisher angenommenen Werte der Licht- 
brechung werden berichtigt. Der Kristallsand in den Zellen von Atropa 
Belladonna wird réntgenographisch als Whewellit identifiziert. Mit dem 
vom Verfasser angegebenen Verfahren lassen sich alle noch problematischen 
Kristallvorkommen in Pflanzenzellen bestimmen. Uber Calciumoxalat in 
Honig wird berichtet. Es wird empfohlen, dem Brauch im neuen medi- 
zinischen Schrifttum folgend, statt der umstandlichen chemischen Bezeich- 
nungen den Namen Weddellit fiir das ae oe und den Namen Whewellit 
fiir das Monohydrat zu verwenden. 


Zu danken habe ich: fiir Rat und Unterstiitzung Prof. Dr. M. Steiner, 
Pharmakognostisches Institut, Dozenten Dr. H. Fischer, Botanisches In- 
stitut, fiir Réntgenaufnahmen und Auswertung Dr. Maria Walraff und 
cand. min. K. L. Weiner vom Mineralogischen Institut, fiir die Ausfiihrung 
der Mikroaufnahmen dem Mikro-Labor der Fa. Ernst Leitz, Wetzlar. 
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Die Wegsamkeit der Pigmentschicht der Getreidekérner 
(Endoderminschicht) fiir Fluorochrome 


Von 
Hermann Ziegenspeck 


(Eingelangt am 8. Februar 1952) 


Die Fluoroskopie setzt uns in die Lage, Spuren von Fluorochromen nach- 
zuweisen. Diese Methode ist daher vorziiglich geeignet, die Durchlissigkeit 
von Membranen zu untersuchen, welche eine Semipermeabilitaét aufweisen. 
Daneben wissen wir, daf eine Reihe dieser Stoffe Metachromasie besitzen. 
Sie diirfte zum Teil auf Dissoziation, zum Teil jedoch auch auf Dispersitits- 
unterschieden beruhen. 

Zu unseren Untersuchungen beniitzen wir zunachst das Kutikularhaut- 
chen der Samenschalen. Vor allem eignen sich zu den Versuchen die Schalen 
der Getreidekérner. Wir wahlten den leicht beschaffbaren Weizen aus. 

Die anatomischen Verhialinisse gehéren zu den oft untersuchten Bei- 
spielen. Alles dariiber ist in vorziiglicher Weise von Netolitzky (1926) 
zusammengefaRt worden. Innerhalb der Fruchischale, die nur ein sehr diin- 
nes und oft auch verletztes oder fehlendes Kutikularhautchen auf ihrer 
Epidermis fiihrt, finden sich innerhalb der bekannten Quer- und Schlauch- 
zellen die Reste von Zellagen, welche auf der Innenseite durch eine braune 
Farbung ausgezeichnet sind. Man nennt sie kurz die Pigmentschicht. Sie 
fiihrte im wesentlichen die Kutikularschichten des inneren Integumentes. 
Darunter sind zusammengepreftte Lagen der die Farbstoffe fiihrenden Zellen. 
In der Furche des Samens pflegen zum mindesten an bestimmten Stellen 
die Zellen nicht dermafen zerpref{t zu sein, da die Zellen der pigment- 
fiihrenden Lage noch deutlich kenntlich sind. 

Diese Schicht erweist sich als widerstandsfahig gegen konzentrierte 
Schwefelsiure und kann vorziiglich dadurch isoliert werden. Gegen 20%- 
Chromsiaure ist sie bestandig und tritt dann sehr deutlich hervor. Gegen 
50% Chromsaurelésung hingegen ist sie wohl etwa 1 Stunde bestandig, dann 
jedoch verfallt sie langsam der Auflésung. 

Man ist imstande, die Endoderminlage, wie wir sie nach dem obigen 
Verhalten bezeichnen kénnen, mit Fettfarbstoffen, wie Sudanglyzerin, elek- 
tiv zu farben. Das Verhalten ist unserer Ansicht nach von wesentlicher 
Bedeutung, weil der zum mindesten teilweise Lipoidzusiand fiir die Aus- 
lesewirkung von hervorragender Bedeutung ist. 

Protoplasma, Bd. XLI/4. 30 
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Mit den Holzreagenzien, wie Phloroglucinsalzsaéure und Anilinchloral, ist 
kein Ausschlag zu erzielen. Da ist ein Unterschied gegen den gesondert zu 
behandelnden Casparyschen Streifen. Hingegen konnte in der Fruchtschale 
aufen, zumal auf den Querzellen, eine deutliche Farbung erreicht werden. 

Schwer zu beobachten war die Doppelbrechung der Kutinschichten. In der 
Furche kann man deutlich die normale Brechung derselben vorfinden, die 
wir bei den Kutikulae der Epidermen gewéhnt sind. Wenn wir aus dem 
Charakter der Doppelbrechung auf die Lagerung der Micelle schlieften 
diirften, so wiirde man die Teilchen in den Kutinschichten als radial gelagert 
zum Umfang der Zelle bezeichnen, wahrend die Kohlehydratlamellen die 
Micelle tangential gelagert haben, was wir bei letzteren auch tatsachlich 
kénnen. Jedoch pflegt die Eigendoppelbrechung der Fettsubstanzen, zu 
denen die ,,Wachse“ des Korkes gehéren, quer zur Langsorientierung der 
Micelle zu sein und die Eigendoppelbrechung iiberwiegt die der Stabchen- 
doppelbrechung und die der ,,Grundsubstanz“ der Korkschichten. Man 
kénnte daraus auf eine tangentiale Lagerung der Micelle auch in den 
Kutinmembranen schlieRen. Bei der Kutinschicht auf der Pigmentzone fan- 
den wir im Umfange des Weizenkornes nun entweder nur eine ganz un- 
sichere Ablesbarkeit oder einen normalen Charakter. Das kénnie nun in 
zwei Richtungen gedeutet werden. Entweder sind die Wachsteilchen so spir- 
lich eingestreut, daf sich der Charakter nicht aus der Additions- und Sub- 
traktionsfarbe ablesen lift. Oder aber der bei der Entwicklung des Sa- 
mens auftretende Zug hat den Charakter der Schicht so geanderi, da er 
unablesbar oder umgeschlagen ist. Bei den Kutinschichten von Stammchen 
von Viscum kennen wir solche Dinge (Ziegenspeck 1928). Die Knidk- 
stellen der normalen Kutikula an den Antiklinalen der Epidermen, den 
Hérnern der Stomata und den Ansatzstellen der Spaltéffnungen zeigen 
einen ganz eigenartigen Bau und auch Durdhlassigkeit fiir Stoffe, wie durch 
die Untersuchungen von Strugger (1939, 1940) und Ziegenspeck (1945 
bis 1948) aufgezeigt worden ist. Man ist versucht, auch die Durchlissigkeit 
dieser Pigmentschicht von diesem Umstande gewandelt zu betrachten. 

Die Untersuchungen von Metzner (1930) und vor allem von Luhan 
(1947) haben nun eine besondere Eigenfluoreszenz der Endodermisschichten 
aufgezeigt. Sie ist normal mehr oder weniger hellblaulich, bei den Farnen 
jedoch im allgemeinen goldgelb, zumal im dlteren Zustande. Es lag daher 
nahe, die Eigenfluoreszenz der Weizenschale zu untersuchen. Altere An- 
gaben liegen bereits vor (Dankwart 1929). Die Fruchtschale des trocken 
geschnittenen Weizenkornes besitzt eine gelbe Fluoreszenz beim Beob- 
achten im Blaulicht mit starker Gelbscheibe. Die Pigmentschicht setzt aus, 
wiahrend die Nucellus- und die Aleuronschicht in den Wanden ein schwach 
griinliches Leuchten ausstrahlen. Das Starkeendosperm hat nur einen sehr 
schwachen, gleichmafigen, griinlichen Schimmer. Wir heben hervor, daf diese 
Eigenfluoreszenz nur unbedeutend ist. Jedoch muf man sie in Anbetracht 
der spiiteren intensiven Erscheinung bei den Fluorochromen kennen und 
erwahnen. 

Betrachtung im ultravioletten Lichte (UV), das durch eine Bogenlampe 
und UV-Filter erzeugt wurde, lie® die Samenschale etwas mehr orange- 
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farben, die Nucellus- und die Aleuronschicht hellblaulich aufleuchten. Das 
Starkeendosperm ergab die Fluoreszenz nur schwach blaulichgrat. Durch 
Betrachtung mit Gelbscheibe wandelte sich die Farbe der Aleuronschichte 
mehr ins Griinliche. Wir bemerken, daf auch in diesem Falle die Intensitat 
uur schwach ist und sich eine Verwechslung mit der sekundiaren Fluoreszenz 
der Fluorochrome wohl vermeiden JaRt. 

Wiassert man die Korner und untersucht feine Schnitte in Glyzerin lie- 
gend mit Deckglas, was man mit UV-Licht ohne weiteres ausfiihren kann, 
so schwindet die gelbe Farbe der Fruchtschale und macht einer schwach 
graugriinlichen Platz. Hingegen die griinliche Fluoreszenz der Wande des 
Aleurons ist deutlich zu bemerken. Die Pigmentschicht hebt sich nicht be- 
sonders hervor. Die Ausfiihrung der Sudanglyzerinreaktion macht 
nichts aus. 

Hingegen wird durch kiirzeres Behandeln mit Eau de Javelle die Fluo- 
reszenz der Aleuronschicht vollig entfernt, und es bleibt nur das Schimmern 
der Fruchtschale iiber. Es sind somit Stoffe in der Samenschale leicht aus- 
waschbarer Natur die Trager der Erscheinung. Das lange Wassern der KG6r- 
ner beseitigt somit wieder einen gewissen Fehler bei der folgenden Ver- 
suchsanordnung. Dagegen wird man mit der Deutung der Fluoreszenz in 
der Aleuronschicht sehr kritisch vorgehen miissen. 

Wir méchten an die Spitze der Untersuchungen Worte von Netolitzky 
(1926) stellen: ,,.Die Bedeutung der Kutikula liegt darin, da schon der 
reifende Same ein Zellstaat an sich ist mit eigener Wirtschaft, die er .... 
durch besondere ,halbdurchlassige’ Zellschranken schlieRt. Die Kutikular- 
haute der Samenschalen wirken nach beiden Richtungen als Schutzmantel, 
verhindern also sowohl das Eintreten unerwiinschter Stoffe wie auch Ver- 
Juste aus dem Keiminneren nach auften, besonders auch bei der Keimung. 
Ihre Aufgabe ist also ahnlich der Wurzelendodermis. Die selektive Perme- 
abilitat der Samenschalen ist Gegenstand einer Reihe von Untersuchungen.* 
Wir verweisen auf die Arbeiten von Freiberg (1931) und Gurewitsch 
(1928). Die Wurzeln wurden u. a. von Endrigkeit (1937) bétrachtet. Da- 
selbst ist auch weitere Literatur angefiihrt. 

Die Versuche wurden verschiedenartig vorgenommen. Einmal arbeiteten 
wir mit Farbstoffen und stellten das Eindringen mikroskopisch zum Teil 
unter Einschaltung von Auflicht durch Beobachten der Farbe fest. Es ergab 
sich, da dipolige Substanzen das Eindringen auch solcher Stoffe erleich- 
tern, welche sonst nicht eindringen. Das p, war in weiten Grenzen ohne 
nennenswerten EinfluB. 

Ein anderes Mal arbeiteten wir mit Leitfahigkeit und versuchten dadurch 
die Durchgangigkeit zu erforschen. Alles in allem muf eine gewisse Ahn- 
lichkeit mit dem Protoplasten betont werden. Es geht Wasser leicht durch, 
hingegen manche darin geléste Substanzen wenig oder nicht. Merkwiirdiger- 
weise zeigten Salze und Saéuren oft eine ganz geringe Eintrittsfahigkeit. 

Es lag nun nahe, diese Versuche mit Fluorochromen erneut aufzunehmen, 
zumal darunter Stoffe wie die sauren Pyrenabkémmlinge sind, welche eine 
weitgehende Unabhingigkeit von Ladungserscheinungen bezeugten (Strug- 
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ger 1939). Wir legten die intakten Korner in die Farblésungen 1: 100 bis 
1: 1000 ein. Sie saugten unter Aufquellen Wasser ein und mit ihm miiRten 
die Fluorochrome wandern. Nach langerem oder langem Liegen wurden die 
Samen griindlichst mit Wasser abgespiilt, bis das abgelaufene Wasser keine 
Fluoreszenz mehr zeigte. Die Samen wurden vorsichtig in guten Kork ein- 
gespannt und glatte Anschnittflachen erzeugt. Darauf legte ich die Pra- 
parate auf schwarze Objekttrager auf und beobachtete im Auflichte mit 
tiefblauem Lichte und Gelbscheiben als Sperrfilter und immer gleichzeitig 
im UV-Lichte aus einer Bogenlampe mit UV-Sperrfilter. Das letztere Ver- 
fahren mufte besonders dann angewandt werden, wenn blauliche und blau- 
griinliche Fluoreszenzfarben zu erwarten waren. In manchen Fallen war es 
nétig, noch ein schwaches Blaugriinfilter vorzuschalten, um aus dem UV- 
Lichte die letzten Spuren von rotem eingestrahltem Lichte zu beseitigen, 
welche von den UV-Filtern durchgelassen werden kénnen. 

Die verwendeten Fluorochrome sind zum Teil schon bekannt oder von 
uns bereits publiziert worden. Berberinsulfat (Strugger 1939), Fluo- 
reszeinkali (Strugger 1939), Eosin Merck (Strugger 1939), Primulin 
(Strugger), Trypaflavin (Strugger 1939), Coriphosphin (Strugger 
1939), Thioflavin S (Strugger 1939), Oxypyrengelb (Strugger 1959) 
(wir haben diesen kurzen Namen fiir das 3-Oxypyren-3,8-lotrisulfonsaure 
Natrium vorgeschlagen), Akridinorange (Strugger 1940), Neuiralrot 
(Strugger 1935) (zur Kontrolle!), Rhodamin B (Strugger 1939). Mit den 
Literaturzitaten verweisen wir vielfach auf solche Angaben, welche nicht 
die erste Einfiihrung des Fluorochroms bedeuten. Viele altere Angaben 
finden sich in Haittinger (1938). Wir weisen auch besonders auf die 
Arbeit von Héfler (1946) hin. Dioxypyrendisulfonsaures Natrium ist von 
uns selber Dioxypyrenbraun genannt und in einer leider durch Kriegs- 
einwirkungen verzégert veréffentlichten Arbeit behandelt worden (Zie- 
genspeck (1945—1948). Neu angewendet habe ich Akridingelb, Brillant- 
dianilgriin und Thiazolgelb. Es mége an dieser Stelle bereits Herrn Prof. 
Dr. Bayer fiir die Lieferung dieser Farbstoffe gedankt sein. Das Akridin- 
orange bekam ich durch die Firma Reichard. 


Um meine Versuchsreihen ganz kurz wiederzugeben, habe ich die Tabel- 
lenform gewahlt. Zuniachst habe ich die reinen Fluorochromlésungen unter- 
sucht. Ich gebe in der ersten Rubrik die Farbe der Lésung im durchfallenden 
weiften Licht an. Die erste Kolonne bedeutet: in stark saurer Lésung 
Py 1,7, die zweite in neutraler 6,8 die dritie in schwach alkalischer Lésung. 
In der zweiten Rubrik gebe ich die Triibung der Lésung wieder. Es zeichnen 
sich die basischen Stoffe haufig durch Triibung oder Ausflockung aus. Manche 
der sauren Fluorochrome flocken hingegen in saurer Lésung. Doch méchte 
ich vor iibereilten Schliissen warnen, weil viele dieser Stoffe in gréberen und 
feineren Phasen vorkommen und auch die Sole auf p, mit isoelektrischen 
Punkten etc. antworten. Die Zahlen geben Anwachsen der Triibung wieder. 
Die Beobachtung im UV-Licht und Tiefblaulicht zeigt eine Abhangigkeit 
der Fluoreszenzfarbe vom py. Das ist eine von Strugger bereits gewiir- 
digte Erscheinung, auf die ich nicht weiter eingehen will. 
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Farbstoff | Durchsichtfarbe | Trfibung | Fluoresz. im UV | Im Tiefblau 
Py | 1,7 | 68 |7,2-7,8 1 1,7 | 68 | 17,2-7,8| 1,7 | 6,8 2-78) 1,7 | “68 | 7,2-7,8 
Oxypyren- | hell-| gelb orange | 0 | 0 | O (griin- grin | hell- | griin- | griin | hell- 
gelb gelb | feigs 2 ‘law griin| blau | griin 
Dioxypyren-| hell- |braung. braun 0 | Oo 0 | blau} | blau-| hell-| blau | griin hell- 
braun gelb | | | griin | griin | griin 
Rhodamin | rot | rot| rot| 0 | O | 1 (grin- griin-|weif- griin- griin- | weif- 
| | | gelb | gelb | lich | gelb | gelb | lich 
Akridin- rot r.lorange| gelb|} 0 | 0 | 3 | 0 | gelb | gelb | rét- | rot- | griin- 
orange | | lich | gelb | gelb 
Akridin- orange| gelb| gelb| 0 | 0 3 | 0 | selb igelb_ oliv  rot- | griin- 
gelb | gelb | gelb 
Rivanol | gelb | gelb hell-| 0 0 3 | 0 gran. gelb | | gran | griin | gelb 
| gelb | | lich | lich 
Trypaflavin |orange | gelb gelb | Yh @ 1 oliv (griin-|griin-| oliv | griin- | griin- 
| lich | lich | lich | lich 
Primulin | gelb | hell-|hell-| 2 | 0 0 0 | blau-) weiB-| griin- | blau-| grau 
| gelb | gelb | 'griin | lich | lich | griin 
Cori- braun orange | gelb ia 0 3 Jorn | oliv ‘erin orange! Oliv | griin 
phosphin 
Thioflavin Slorange| gelb | gelb| 4 | 0 0 | oliv | ‘blaw-| grin orange | blau-| griin 
| | igri n | grin | | 
Thiazol- |orange| gelb|gelb| 4 | 0 0 | blau| blau-| griin | kaum | blau- | blau 
gelb G | griin | | griin | 








Auch die Ergebnisse mit den Weizen- und Roggenkérnern will ich in 
Tabellenform bringen: 














Nach 24 Stunden | Nach 48 St. | Mit 10°/, Athyl- 
Farbe Phase |. bis... eingedr.| Sperre | Sperre alkohol n. 48St. 
Berberinsulf, Pigmentzone | absolut absolut absolut 
Oxypyren- | | Pigment gelb | relativ | relativ relativ 
gelb Aleuronheligelb | 
| Starke schwach | | 
Dioxypyren- | | Pigment gelb | absolut | absolut schw. eingedr. 
braun | fast absolut 
Akridin- orange Pigment | absolut absolut absolut 
orange | gelblich Aleuron gelbl. | _relativ relativ relativ 
| Starke hellgriin!.| 
Akridingelb | _ gelblich Pigment | absolut absolut absolut 
| griinblau | Aleuron schw. | __relativ relativ relativ 
Starke kaum | | 
Trypaflavin | rotorange | Pigment | absolut | absolut absolut 
| |griinlichgelb| Aleuron schw. relativ | relativ relativ 
| Starke kaum 
Rhodamin rot | bis Pigment | absolut | absolut absolut 
|gelblichgriin | Pigment absolut relativ | Aleuron relativ 
Thioflavin S | gelb Pigment absolut | absolut absolut 
| blaulich | Aleuron schw. relativ. | relativ relativ 
Stirke kaum | 
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| Nach 24 Stunden Nach 48 St. | Mit 109/) Athyl- 
| ae bis ... eingedr. Sperre Sperre | alkohoi n. 48 St. 
Thiazol- gelb Pigment | absolut absolut absolut 
gelb G blaulich Aleuron mittel relativ keine | keine 
Coriphos- orange Pigment absolut absolut | absolut 
phin griinlichgelb| Aleuron schw. relativ kaum gesp. keine 
Primulin gelb Pigment absolut absolut | absolut 
blaulich Aleuron kaum | fast absolut | fast absolut | fast absolut 
Neutralrot rot bis Pigment absolut | fast absolut | relativ 
Kontrolle im a 
weifen | 





Wir sehen, daft die groben Phasen, die auch beim Diffundieren durch die 
Gelatine etc. zuriickbleiben, bei der Pigmentzone deutlich haltmachen. Die 
feinen Phasen, vor allem das Oxypyrengelb, werden zwar zuriickgehalten, 
aber nur relativ gesperrt. 

Es ist dieses Verhalten von sehr grofer Bedeutung, weil zumal das Oxy- 
pyrengelb und Dioxypyrenbraun nur in den Wandungen wandern und 
nicht ins Plasma gehen. Aber auch die ins Plasma gehenden Fluorochrome 
kénnen von der Pigmentzone absolut oder relativ gesperrt werden. Versuche 
mit anderen Samen wurden unternommen, sollen jedoch hier nicht behandelt 
werden. 

Die Versuche, durch Alkoholzusatz die Durchlassigkeit der Pigmentschicht 
zu erhéhen, hatten nur geringen Erfolg. Es wurde nun noch versucht, durch 
gepufferte Lésungen und Akridinorange eine erhéhte Durchlassigkeit zu er- 
zielen; zwischen p, 1,8 und 5,8 wurden mehrere Stufen eingeschaltet. Es 
wurde jedoch keine Anderung erzielt. 

Diese Versuche haben fiir die Beurteilung der Durchlassigkeit der Endo- 
dermen eine hohe Bedeutung, weil im Casparyschen Streifen der Wurzel, 
Ligula und in den Mittelschichten und Mittelzellen von Trichomen und 
Emergenzen ahnliche Sperren vorhanden sind. Uber weitere Versuche soll 
aber in einer anderen Arbeit berichtet werden. 


Zusammenfassung 


Es wurde eine absolute Sperre fiir grobdisperse Phasen, eine relative fiir 
feindisperse Phasen von Fluorochromen fiir die Pigmentzone von Getreide- 
kérnern (Triticum) festgestellt. 
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Uber die Firbbarkeit des Schilddriisenkolloids 
Die Beeinflussung durch den Jodgehalt 


Von 


Heinz Mayersbach 
(Aus dem Institut fiir Histologie und Embryologie der Universitit Graz, 
Vorstand: Prof. Dr. C. Zawisch-Ossenitz) 


(Eingelangt am 4. Juli 1952) 


Fiir die eigenartige Anfarbung des Schilddriisenkolloids bei Mehrfach- 
farbung werden von den einzelnen Autoren die verschiedensten Faktoren 
verantwortlich gemacht. In der Fiille der widerstrebenden Meinungen lassen 
sich im groften und ganzen drei Hauptrichtungen feststellen: so ist es ein- 
mal der physikalische Zustand, dann die Reaktion und schlieflich der Jod- 
gehalt, welche die Ursachen fiir den Farbungseffekt sein sollen. 

Vor allem wird der unterschiedlichen Dichte — also dem physikalischen 
Zustand — eine besondere Bedeutung zugemessen. Nach Isenschmid [1] 
ist bei der Haematoxylin-Eosin-Farbung das diinnfliissige Kolloid rot, das 
feste, eingedickte blau gefarbt. Eggert [2], Neuweiler [3] und Barg- 
mann [4] erklaren die Farbungsunterschiede bei der Haematoxylin-Eosin- 
und der Malloryfarbung durch die verschiedenen physikalischen Zustinde 
des Kolloids. Bucher [5] sucht diese Ansicht durch Modellversuche mit ver- 
schieden dichter Gelatine zu erharten. Eine Beeinflussung der Farbung durch 
verschiedene chemische Konstitution und durch Reaktionsunterschiede des 
Kolloids wird von ihm abgelehnt. Da nach Bucher nur die Dichte maf- 
gebend ist, eriibrigt sich auch eine Unterscheidung in acido- und basophiles 
Kolloid. Dagegen bemerkt Wegelin [6], daf altes, eingedicktes Kolloid 
durchaus nicht immer basophil wird. 

Nach Hewer [7] ist in erster Linie der Farbungsausfall auf die saure 
und alkalische Reaktion des Kolloids zutiickzufiihren. Mit Haematoxylin- 
Fosin basophil und mit dem Mallorygemisch orange sich farbendes Kolloid 
wird mit Kongorot blau (acid type), eosinophiles, nach Mallory blaues Kol- 
loid wird mit Kongorot blafrosa (alkaline type). Daraus wird nun geschlos- 
sen, daft fiir den Farbungsausfall nicht der Jodgehalt, sondern die Reaktion 
des Kolloids verantwortlich ist. Bucher miftt der Substratladung — wie 
schon bemerkt — fiir den Farbungsausfall keine Bedeutung zu. 

Der chemische Aufbau wird von manchen Autoren fiir den Farbungs- 
ausfall bestimmend angesehen. Wegelin [6] weist in manchen Fallen von 
basophilem Kolloid mit der Silberreaktion Kalziumphosphat nach. 
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Da Costa [8] bringt basophile Formationen mit der Ribonucleinsaéure 
in Zusammenhang. Nach Maximow-Bloom [9] kénnen zwar Nucleo- 
proteide durch UV.-Licht im Kolloid nicht nachgewiesen werden, da aber 
die basophile Substanz im Kolloid durch Ribonucleasen fortgeschafft wer- 
den kénnen, diirften in dieser doch Nucleoproteide vorhanden sein. 
Weil [10] nahm an, daf Chromatin aus zerfallenen Kernen die Basophilie 
verursacht. Der besonders bei der Malloryfarbung auftretende starke Far- 
bungsunterschied wird von Jones [11], v. Hagen [12], Troell [13] und 
Stein [14] auf den Jodgehalt des Kolloids zuriickgefiihrt. Bei Anwendung 
der Malloryfarbung wird rotes Kolloid als jodhaltig, blaues als jodfrei be- 
zeichnet. So wird die Malloryfarbung bzw. ihre Modifikationen sowie die 
Heidenhainsche Azanfarbung von den einzelnen Autoren direkt als 
Indikator auf Jod angesehen. 


Die Bedeutung der Farbenreaktion wird des éfteren besonders hervor- 
gehoben, will man in ihr doch teilweise den Ausdruck des Funktions- 
zustandes der Driise sehen. Es lag demnach nahe, die Farbbarkeit des 
Kolloids einer kritischen Untersuchung zu unterziehen. Dabei miiften alle 
Faktoren, die den eigenartigen Farbungsausfall bedingen sollen, analysiert 
und ihre Einflu8nahme iiberpriift werden. Zuerst soll das Jod als maf- 
gebendes Moment untersucht werden; sein Einfluf ist der Gegenstand der 
vorliegenden Arbeit. Besonders seit Leblond [15] gefunden hat, daft die 
basophiles Kolloid enthaltenden Follikel weniger radioaktives Jod (J**') 
aufweisen als die mit eosinophilem Kolloid, gewinnt der Jodgehalt als die 
Farbung beeinflussender Faktor wieder gréferes Interesse. 

Auch die widersprechenden Ansichten iiber den funktionellen Einflu8 des 
Jodgehaltes machen die Klarung des histologischen Bildes — von dem die 
Befunde teilweise abgeleitet sind — erstrebenswert. Fellenberg [16] 
z. B. sieht im Jodgehalt den Gradmesser der Funktionstiichtigkeit der 
Schilddriise. Nach Wegelin [6] ist dieser aber nicht allein ein Ausdruck 
der biologischen Wirksamkeit. Klein, Pfeiffer und Hermann [17] 
finden nach chemischen und histologischen Untersuchungen die Schilddriise 
verschieden speicherfahig; trotz reichlichhem Jodangebot kann unter Um- 
standen eine jodarme Driise vorliegen. Nach neueren Untersuchungen von 
Dougherty [18] ist der Jodgehalt konstant. Mit Hilfe der Autoradio- 
graphie wird von ihm gezeigt, daf mit vermehrtem Angebot die Jodabgabe 
wachst. Dadurch ergibt sich — abgesehen von jahreszeitlich und inner- 
sekretorisch bedingten, geringen Zyklusschwankungen — ein Gleichgewicht 
des Jodgehaltes. 

Die Arbeit mit Isotopen ist aber naturgemaf nicht immer méglich, denn 
diese setzt eine entsprechende Vorbereitung des Versuchsobjektes voraus. 
So kann der gewif sehr sichere autoradiographische Nachweis von Jod auch 
nur auf besondere Versuchsfalle beschrinkt bleiben. Ferner bestehen ge- 
wisse Einwendungen gegen diese Methode. Die radioaktiven Substanzen 
kénnen nur in. geringen Mengen zugefiihrt werden. Ihr Weg laft sich zwar 
verfolgen; ob aber nun alle Substanzen, die dargestellt werden sollen, 
quantitativ ersetzt werden, kann man nicht absehen. Aus diesen Griinden 
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wire es erstrebenswert, einen Jodnachweis zu besitzen, der mit den iib- 
lichen Mitteln der histologischen Technik ausgefiihrt werden kénnte. 


Die vorliegende Untersuchung gliedert sich in drei Gruppen mit fol- 
gender Fragestellung: 

1. Wird die histologische Farbung des Schilddriisenkolloids (vor allem 
die nach Mallory) durch Jod beeinflu&t; kénnen histologische Farbstoffe 
als Indikator auf Jod verwendet werden? 

2. Gibt es histochemische Reaktionen auf Jod und sind diese auf das 
Schilddriisenkolloid anwendbar? 


3. Welche Méglichkeiten eines histochemischen Nachweises waren noch 
gegeben und Jaft sich Jod iiberhaupt histochemisch in der Schilddriise nach- 


weisen? 


Die jeweils angewandte Technik wird bei den zugehérigen Abschnitten 
abgehandelt. 


1. Histologische Farbstoffe als Jodindikatoren 


Jones [11] gab 1913 an, da Orange G durch Jod und Jodquecksilber- 
salze entfarbt werden soll. Dadurch sei es zur Darstellung von Jod in Ge- 
weben geeignei. Zu diesem Zwecke modifizierte er die Malloryfarbung, indem 
er das Saurefuchsin bei der Farbung fortlie&. Zur Anwendung gelangte nur 
das Mallorygemisch, also Anilinblau und Orange G in oxalsaurer Lésung. 
Dabei sollte sich das jodhaltige Kolloid blau, jodfreies hingegen gelb 
anfarben. 

Bei unseren Versuchen konnten wir dies nicht feststellen. Wird Orange G 
(Hollborn, Leipzig, und Ciba, Basel) in dieser Konzentration, wie es fiir 
die Malloryfarbung vorgeschrieben ist, mit Lugolscher Lésung ( Jod- Jodkali- 
Lésung) oder mit Quecksilberjodid (HgJ,) versetzt, so kann man keine 
Entfarbung beobachten. Nun wire es denkbar, daft vielleicht jodhaltige 
Eiweifkomplexe diesen Farbungseffekt hervorbringen kénnten. Um dies 
zu untersuchen, wurde ein Modellversuch angestellt. Es wurde ein un- 
fixiertes, etwa 1 X1cm groftes Stiick menschlicher Schilddriise auf dem 
Gefriermikrotom in 15 4 dicke Schnitte zerlegt. Die in destilliertem Wasser 
aufgefangenen Schnitte wurden in diesem zur Lésung des Kolloids ge- 
schiittelt und zur Trennung der Liésung von den zelligen und binde- 
gewebigen Besiandteilen zentrifugiert (Methode von Tatum [19]). Das 
nun in destilliertem Wasser geliste Kolloid wurde mit 30% iger reinster 
Gelatine vermengt. Ebenso wurde mit destilliertem Wasser eine 30% ige 
Gelatinelésung hergestellt. Beide Lésungen wurden nach dem Erstarren 
fiir 48 Stunden in konzentrierte Sublimat- und wafrige (1:4) For- 
malinlésung eingebracht. Je ein Gefrierschnitt eines kolloidfreien und 
kolloidhaltigen Gelatineblockes wurde auf dem Objektiriger montiert und 
nach Jones gefarbt. Bei Anwendung des gleichen Fixationsmittels sind 
der kolloidhaltige und der kolloidfreie Gelatineschnitt gleich tingiert. Eine 
Differenz ergibt nun eine andere Fixierung. Man findet nach Sublimat- 
fixierung eine gelblich-braune Farbung, bei formolfixierten eine rétlich- 
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gelbe. Jedesmal aber zeigt die Leergelatine gegeniiber der kolloidhaltigen 
die gleiche Anfarbung. : 

1938 hat v. Hagen [12] in einer umfassenden Darstellung der Sekretion 
und Riickresorption des Kolloids eine Modifikation der Malloryfarbung an- 
gegeben. Diese sollte ein genauer Indikator auf Jod sein. Rot gefarbtes 
Kolloid soll dabei jodhaltig, blaues jodfrei sein. Die Farbwerte sind mit 
der Ostwaldschen Farbfibel zu vergleichen; ihre Werte geben den Jod- 
gehalt an. ,,Um ganz sicher zu gehen“, dafi die Ursachen, die diesen Farb- 
effekt erzielen, Jodsubstanzen sind, fiihrt Hagen folgenden Versuch an: 
Paraffinschnitte formolfixierter Schilddriisen werden in Natriumthiosulfat 
eingestellt. Nach der anschlieRenden Farbung vergleicht man diese Schnitte 
mit solchen, die nicht der Thiosulfatvorbehandlung unterzogen wurden. 
Dabei findet man, daft die mit Natriumthiosulfat behandelten Schnitte sich 
nunmehr blau farben. Daraus wird nun geschlossen, daf eine Entjodung 
stattfand. Dieser Versuch ist weder vom histologischen noch vom chemischen 
Standpunkt vertretbar. 

v. Hagen beruft sich zwar bei seiner Entjodung auf Romeis [20]. Hier 
ist aber die Entjodung mit Natriumthiosulfat ganz anders angewendet; 
naimlich zur Nachbehandlung der Schnitte, die zur Lésung von Sublimat- 
niederschlagen in Lugol eingestellt waren. Dabei besteht einzig nur das 
Bestreben, das iiberschiissige, reaktionsfahige elementare Jod (J,) der Lu- 
golschen Lésung in eine, gegeniiber Anilinfarben reaktionslose Verbindung 
(NaJ) zu verwandeln. Da aber elementares Jod in der Schilddriise nicht 
vorkommt und nur in Form seiner Salze und Eiweifverbindungen vorliegt, 
ist eine Umsetzung mit Natriumthiosulfat nicht denkbar. 

Derselbe Farbungseffekt — also der Umschlag der Farbung von Rot 
nach Blau — ]aé&t sich auch mit anderen Chemikalien erzielen. So, wenn wir 
etwa die Schnitte vor der Farbung mit NaOH, KOH, KCN oder mit CaCO, 
behandeln. 

Uberdies gibt die Alkoholfixation Bilder, die gegeniiber formolfixierten 
Driisenstiickchen als jodhaltig anzusprechen waren. Da aber Jod und seine 
Verbindungen besonders gut in Alkohol léslich sind, kommt eine Alkohol- 
fixation und die iibliche Behandlung eines Paraffinschnities einer Ent- 
jodung gleich.. Gerade hier aber zeigt uns das histologische Bild eine starke 
Rotfarbung des Kolloids, also nach Hagen eine jodhaltige Driise an. 

Die Griinde, die den eigenartigen Farbausfall verursachen, diirften da- 
her eher in der Anderung der Substratladung, der Dichte und der Quellung 
als in einer Veranderung der chemischen Konstitution zu suchen sein. Bu- 
cher [5] hat diesbeziiglich auf die Verschiebung des isoelektrischen Punk- 
tes des Schilddriisenkolloids bei den verschiedenen Fixationsmitteln hin- 
gewiesen. Dieser liegt bei der Alkoholfixation zwischen p, 3,5 und 4,2, bei 
der mit Formol von 2,5 bis 3,5. Von demselben Verfasser wird der Dichte 
eine besondere Bedeutung zugemessen. Das Thiosulfat aber bewirkt gerade 
eine starke Quellung der Gewebe. All dies sind aber Faktoren, die die 
Malloryfirbung — wie iibrigens alle anderen Farbungen auch — wesentlich 
beeinflufen. (Die eigentlichen Ursachen, die ausschlaggebend den Ausfall 
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der Malloryfarbung bestimmen, sollen der Gegenstand einer spateren Unter- 
suchung sein.) 

Als weiterer histologischer Farbstoff wurde das Brillantcresylblau von 
Kylin [21] in Vorschlag gebracht. Dieses wurde 1930 von ihm zur Dar- 
stellung von Jodiden in Meeresalgen verwendet. Das Jodid muf aber in 
mindest 0,5%iger Konzentration vorliegen, damit die Reaktion eintreten 
kann. Ein positiver Erfolg war deshalb an Schilddriisen nicht zu erwarten. 
Die angestellten Kontrollversuche verliefen auch negativ. 


2. Histochemische Methoden 


Nach diesen Erfahrungen schien es dankbarer, sich solcher Methoden zu 
bedienen, deren Reaktion wenigstens chemisch einwandfrei sein sollte. Es 
wurden nach Modglichkeit alle im histologischen Schrifttum angegebenen 
Vorschlage beriicksichtigt und iiberpriift. 


A. Die Silberreaktionen 


1902 glaubie J. Justus [22] im Silbernitrat eine Méglichkeit des Jod- 
nachweises gefunden zu haben. Dazu werden von ihm Paraffinschnitte von 
Schilddriisen in Chlorwasser eingelegt, welches, der Spannungsreihe ent- 
sprechend, das Jod der Eiweifkérper durch Chlor substituieren soll. Nach 
dieser Freisetzung kénnte sich Jod mit Silbernitrat zu unléslichem Silber- 
jodid verbinden. Dieses soll nun nach seiner Schwarzung im Sonnenlicht 
den Jodgehalt anzeigen. Die gleichzeitig vorhandenen Chlorionen, die eben- 
falls diesen Effekt hervorbringen wiirden, werden durch eine Nachbehand- 
lung mit gesattigter heilfer Natriumchloridlésung ausgeschaltet. Dabei 
findet Justus nun die Kerne der Follikelepithelien sowie der interfolli- 
kularen Zellen stark, das Kolloid weniger oder nicht jodhaltig. Genau so 
reagieren die Kerne anderer Organe, wie: Lymphknoten, Milz, Niere, 
Hoden, Nebenhoden, was den Autor schliefen laRt, Jod sei ein ubiquitiarer 
Bestandieil aller Zellkerne. 

Diese Reaktion ware vom rein chemischen Standpunkt einwandfrei. 
Deshalb erschien es zweckmifig, diesen Weg — zwar in etwas modifizierter 
Form — weiter zu verfolgen. 

Zu diesem Zwecke wurden 15 u dicke Gefrierschnitte unfixierter mensch- 
licher Schilddriisen von 10 Minuten bis 1 Stunde in ammoniakalische Silber- 
lésung* eingebracht. Dabei sollen die vorhandenen Jodionen als Silberjodid 
ausfallen, wahrend das Silberchlorid in Lésung bleibt. AnschlieRend wird 


in leicht ammoniakalischem und destilliertem Wasser gewaschen. 


+ Die ammoniakalische Silberlésung wird folgendermafen bereitet: Zu 10%igem 
Silbernitrat wird so lange tropfenweise konzentrierte Ammoniaklésung zugegeben, 
bis der zu Beginn sich bildende braune Niederschlag gelést ist. Dann werden noch 
weitere 2—3 Tropfen Ammoniak zugesetzt. Die Lésung soll so viel Ammoniak ent- 
halten, daf 1 cm* Lésung erst auf Zugabe von 0,3—0,5 cm® 0,9%iger Kochsalzlésung 
eine Triibung erfahrt. 
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Diese etwas von Justus unterschiedliche Methode — an Stelle der Nach- 
behandlung mit heifer Natriumchloridlésung tritt Ammoniak — wurde an- 
gewendet, da dieser Gedankengang bereits vor Kenntnis der Arbeit Justus’ 
festgelegt war. Ferner ist diese Methode etwas einfacher und sicherer: 
Ammoniak lést wesentlich besser Silberchlorid als gesattigte heife Natrium- 
chloridlésung. Auch sollten die Schnitte nicht hei& behandelt werden. Die 
Ergebnisse dieser Methode sind dieselben, wie Justus sie abbildet und 
beschreibi. In parallelen Versuchsreihen wurden auch Schnitte mit Silber- 
nitrat (10%ig) allein behandelt. Andere wurden der Chlorwasser-Vor- 
behandlung sowie einer vorherigen 48stiindigen Wasserung unterzogen. 
SchlieBlich wurden die mit ammoniakalischer Silberlésung vorbehandelten 
Schnitte nach dem Verfahren von Leschke [23] mit Methol-Hydrochinon 
entwickelt. Die Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle I iibersicht- 
lich zusammengestellt. 

Ein Modellversuch sollte der Kontrolle dienen. Es wurden Blécke von 
30% iger Gelatine, die iiber Kaliumjodid als 1%0igen Zusatz enthielt, auf dem 
Gefriermikrotom in 20 dicke Schnitte zerlegt. Die Behandlung erfolgte 
analog den Schilddriisenschnitien. Tabelle II gibt den Ausfall der Ver- 
suche wieder. 

Die nur mit Silbernitrat behandelten Schnitte schwarzen sich nach Be- 
lichtung in allen ihren Anteilen. Nach Jalowy und Chrzanowsky [24] 
handelt es sich dabei um die Verbindung der Chloranionen mit den Silber- 
kationen zu Silberchlorid, welches im Licht braune oder schwarze Farbe 
annimmt. Die Bedeutung der Chlorionen lat sich leicht durch die De- 
chlorierung mit Zuckerlésung beweisen. 

Wesentlich anders ist das Bild, wenn wir die ammoniakalische Silber- 
lésung in Anwendung bringen. Hiebei soll durch die Anwesenheit von 
Ammoniak das gleichzeitig entstehende Silberchlorid in Lésung gehalten 
werden, wahrend das Jod mit Silbernitrat ausgefallt wird; eine Reaktion, 
die im Reagensglase ganz eindeutig ablauft. Dabei erscheinen aber nach 
Belichtung die Kerne wesentlich schwiacher, das Bindegewebe bis auf 
argyrophile Faserchen kaum und das Kolloid gar nicht gefarbt. Es ist nun 
nicht gut denkbar, daf die Jodsalze gerade nur an die Zellkerne gebunden 
und das Kolloid jodfrei sein sollte, wie dies Justus annahm. Setzt man 
namlich Schnitte, die mit amoniakalischer Silberlésung behandelt wurden, 
nicht dem Lichte aus und betrachtet man sie in der Dunkelheit bei rotem 
Licht, kann man bereits jetzt — zwar etwas schwacher als nach Belichtung — 
feine braune Granula in den Kernen beobachten. Diese Erscheinung kann 
aber nicht durch eine Silberjodidbildung erklart werden; dieses diirfte sich 
ja erst nach Belichtung verfarben. 

Nun aber ist bekannt, daf die ammoniakalische Silberlésung leicht 
reduzierbar ist und deshalb von den Chemikern als Aldehydreagens ver- 
wendet wird. Handelt es sich bei dieser Erscheinung — wie man annehmen 
mu — um reduzierende Substanzen, dann miifte auch die Feulgen-Re- 
akiion ansprechen. An Vergleichsschnitten wurde nun die Feulgen-Reaktion 
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angewandt. (Es wurde dabei in der Art, wie von Pischinger [26] an- 
gegeben, vorgegangen.) Dabei finden wir analoge Bilder, wie sie durch die 
Beniitzung ammoniakalischer Silberlésung erzielt werden (siehe Tabelle I). 











Tabelle I. 
Ammoniakal. | . : ‘e ox: ee 
Silberldsung | '§ s.|ta =e 2 3 yes Feulgen-Reaktion 
Thyreoidea, | 100/) AgNO;| Sonnenlicht | 3 3 £3 EA 886 a § S808 
Mensch, SERIE CSE aS Loe gs #8 22 ase = poe ieee te 
Gefrierschnitte | Sonnenlicht Vorher.| 55 Ze. 52 aS 52 gBS2 Cicer hina 
48stind.| 62 Ohe\|eo 82 a6 82e8 Vorbehand. 
Wasser. <4 Sta | Or 4H |O> <n Ea 
Mere .< 0s h seiees | sk} pack ++ TL ae +A eke fe 
Bindegewebe . +!++ | ++ +- ++ ++ “p a -- 
Kolloid. . . | +4+4++ |-—| —— | ++ +4 ries aoa fons 























Man kiénnte aber annehmen, daft das durch die Belichtung entstehende 
kriftigere Bild dem Jodgehali entsprache. Dagegen stehen die Befunde 
nach der Wisserung bzw. Behandlung mit Zuckerlésung. Das Jodion ist — 
wie Gersh und Stieglitz [25] immer wieder betonen — duferst beweg- 
lich. Es mii&te durch reichliches Wiassern leicht entfernbar sein. Dies ist der 
Fall; Modellversuche mit jodierter Gelatine zeigen, daf nach langerer Wis- 
serung die ammoniakalische Silberlésung nicht mehr anspricht. Dagegen 
beeinflu&t ein langer Wasseraufenthalt die Argyrophilie des Schilddriisen- 
gewebes nicht. Die gewisserten wie auch die nichtgewasserten Schnitte 
liefern nach Anwendung der ammoniakalischen Silberlésung dieselben Bil- 
der. Ein solches Verhalten zeigt wohl deutlich, daB die mit Silber sich 
schwarzenden Substrate weder Jod- noch Chlorionen sein kénnen. Diese 
miiftten — entsprechend der jodierten Gelatine — durch ausgiebige Wisse- 
rung jodfrei geworden sein. 

Fiir die Differenz des Reaktionsausfalles zwischen den belichteten und 
unbelichteten Schnitten diirfte folgendes verantwortlich gemacht werden: 
Durch reduzierende Substanzen wird die ammoniakalische Silberlésung zu 
metallischem Silber reduziert. Diese feinsten Silberteilchen scheinen nun 
die Keime zu sein, welche bei der nachfolgenden Belichtung den Anstof zur 
Schwarzung der Silbereiweiffverbindungen, die sich gleichzeitig gebildet 
haben, geben. Die Silbereiweifiverbindungen sind namlich, wie Zeiger [27] 
und Jalowy [24] feststellten, an und fiir sich nicht oder nur sehr wenig 
lichtempfindlich. Fiir die Schwarzung im Licht ist die Anwesenheit von 
Silberkeimen erforderlich. Es diirfte sich dabei um einen ahnlichen Vor- 
gang handeln, welcher der Schwarzung des Chlor-, Jod- und Bromsilbers 
zugrunde liegt. Diese entsteht nach Riesenfeld [28] durch die kolloidale 
Verteilung geringster metallischer Silberteilchen in dem entsprechenden 
Halogenid. 

Auch die chemische Entwicklung eines mit ammoniakalischer Silberlésung 
behandelten Praparates weist darauf hin, daf Silbereiweifkomplexe ent- 
standen sein miissen, oder, wie Lip p [29] betonte, trotz starker Wasserung 
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Silberteilchen in den Intermizellarréumen liegen bleiben kénnen.- In beiden 
Fallen kann aber eine Braéunung natiirlich nur an den Stellen im Gewebe 
zustande kommen, die Reduktionsorte sind. Erst auf die kraftige Reduk- 
tion eines chemischen Entwicklers hin kommt das ganze in den Geweben 
enthaltene Silber zutage. Der Modellversuch mit leerer Gelatine (Tabelle II) 
scheint diese Ansichten zu bestitigen. 











Tabelle II. 
Ammoniakalische Silberlésung pen a 
Gelatinemodelle 10%, AgNOs Sonnenlicht Silberlésung 
Gefrierschnitte Sonnenlicht Vorherige 6sttndige PP meng sol 
asserung 
30/ Gelatine ,Leergelatine“ — pene eaiets + 
30°/) Gelatine 
mit 1/9 KJ-Zusatz ++ ++ -— ott 














Dieser Befund laft aber die Methoden von Leschke [23] und Li- 
son [30] bedenklich erscheinen. Beide schreiben zur Darstellung der Chlo- 
ride bzw. Leschke auch der Jodide nach der Behandlung mit Silbernitrat 
die Entwicklung in einem Methol-Hydrochinon-Entwickler vor. Wie aus 
unserem Modellversuch mit leerer Gelatine hervorgeht, wird nach dieser 
Methode Chlor oder Jod sogar dort nachgewiesen, wo gar keines vorhanden 
ist. Auch Gersh und Stieglitz [25] meinten, daf ,,von Leschke ein 
Zuviel an Jod nachgewiesen“ werde. 

Nun ware noch der Ausfall der Reaktion nach Vorbehandlung mit Chlor- 
wasser zu kliren, denn dabei finden wir alle Substrate starker gefarbt. 
Justus wollte durch die Chlorbehandlung die Jodverbindungen auf- 
gespalien und das Jod in Freiheit gesetzt haben. 

Gegen diese Méglichkeit spricht aber die feste Bindung von Jod an die 
Eiweifkérper. Auch P. Mathes [31] hat versucht, Jod aus den Eiweif- 
kérpern von Thyreoidea-Prefisaéften durch Chlor in Freiheit zu setzen. Er 
hat trotz radikaler Behandlung (die dem Histologen aus bekannten Griin- 
den nicht erlaubt ist) keine Erfolge erzielen kénnen. Ware es aber dennoch 
méglich, Jod durch Chlorwasser in Freiheit zu setzen, dann kénnte dasselbe 
aber gerade nach dieser Behandlung nicht mehr im Schnitt zur Ansicht 
gelangen. Denn durch die Verdrangung der Jodionen und die — wie schon 
angefiihrt — starke Beweglichkeit wiirden diese sofort aus dem Gewebe in 
die den Schnitt reichlich umspiilende Chlorwasserfliissigkeit abdiffundieren. 
Somit bleibt nur der Schlu& iibrig, da& durch die Chlorbehandlung reak- 
tionsfahige Elemente des Gewebes aktiviert werden; oder die Ultrastruk- 
tur kénnte sich so verandert haben, daft die Intermizellarraume nun jene 
GréRe erlangen, die der Gréfe der Silberteilchen entsprachen. Daf die 
Griéfte der Intermizellarriume eine besondere Rolle bei der Silberimprag- 
nation spielt, hat Lipp [29] durch seine Quellungs-, Entquellungs- und 
Dichteversuche hinreichend bewiesen. Durch iiberschiissiges Chlor — wel- 
ches noch von der Chlorwasservorbehandlung im Schnitt sein kénnte — 
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kann diese Reaktion nicht hervorgerufen sein. Dies konnte durch die ver- 
schiedensten Einwirkungen, wie: Wassern, Einstellen in Zuckerlésung, Ver- 
starken des Ammoniakzusatzes, Abspiilen mit ammoniakalischem Wasser, 
mit Sicherheit ausgeschaltet werden. 

Bei der Untersuchung mit der Feulgen-Reaktion laftt sich kein Unter- 
schied zwischen den chlorierten und nicht chlorierten Schnitten feststellen. 
Somit kann durch die Chlorbehandlung keine ,,Aktivierung reduktions- 
fahiger Elemente“ eingetreten sein. Hingegen verhielten sich Schnitte, die 
nach dem Chlorwasserbad in ammoniakalische Silberlisung eingestellt 
waren und nach dem Spiilen mit destilliertem Wasser zur Entquellung in 
100% igem Alkohol eingebracht wurden, so wie nicht der Chlorierung unter- 
zogene Schnitte. Dies beweist wohl eindeutig, da durch die Chlorbehand- 
lung keine chemische Reaktion, sondern eine Substratanderung physikali- 
scher Natur eingetreten sein muf. 

Nach diesen Erfahrungen und Ergebnissen muff man die Silbermethoden 
als histochemische Reaktion auf Jod ablehnen, sosehr auch Modellversuche 
(Tabelle II) und auch die in vitro klar verlaufende Reaktion dafiir sprechen 
wiirden. 


B. Die Thalliummethode 


Von Hintzelmann [32] wird zum histochemischen Nachweis von Jod 
folgende Methode in Anwendung gebracht: In 100cm* auf 1:4 verdiinnter 
Formollésung werden 1g Thalloacetat gelést, die Organstiicke in dieser 
Fliissigkeit fixiert. Nach dem Schneiden am Gefriermikrotom zeigen sich 
bei auffallendem Licht gelbe Kristalle von Thallojodid. Eine Nachfarbung 
der Schnitte ohne Verlust des Reaktionsprodukties ist nicht méglich. 

Obwohl das zu erwartende Resultat — Bildung von Kristallen — dem 
angestrebien Jodnachweis nicht ganz enispricht, wurden Versuche an- 
gestellt. Zur Verwendung gelangten frische menschliche Schilddriisen und 
jodhaltige Gelatineblécke. Trotz sorgfaltigster Ausfiihrung konnte aber 
kein einziger positiver Erfolg bei den Schilddriisen erzielt werden. Bei 
den Gelatinemodellen (die ja wesentlich mehr Jod als die Schilddriisen ent- 
halten) waren die Befunde mehr als zweifelhaft. 

Abgesehen von der offenbar fiir histochemische Zwecke zu geringen 
Empfindlichkeit, erscheint auch die Anwendung von Thallium nicht ganz 
einwandfrei. Eine ahnliche Reaktion geben auch Chloride, die nach 
Jung [33] als grauweiffe Kristalle gefallt werden. Ferner kommt es eben- 
falls wie bei anderen Schwermetallsalzen zwischen diesen und den Eiweif- 
korpern zu einem Reaktionsausfall; histologischh gesprochen zu einer 
Impragnation der Eiweifkérper. Ob nun eine prazise Unterscheidung zwi- 
schen den iiberaus ahnlichen Kristallen und den verschiedenen Imprig- 
nationsbildern méglich ist, bleibt dahingestellt. 


C. Die Jodstarkereaktion 


Die Starkereaktion zum Jodnachweis wird von den Botanikern K lein [34] 
und Schneider [35] als sehr brauchbar vorgeschlagen. Diese soll nach 
Klein auch an Schilddriisen anwendbar sein. 
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Durch ihre besonderen Eigenschaften wiirde diese iiberaus empfindliche 
Reaktion geeignet erscheinen. Vor allem das farberisch indiffetente Ver- 
halten des sich mit Jod bildenden Farbstoffes wire ein besonderer Vorteil. 
Versucht man mit tiefblau gefarbter Jodstarke einen beliebigen Gewebs- 
schnitt zu farben, so nimmt dieser den Farbstoff nicht an. Dadurch ist eine 
sekundire Farbung des Gewebes ausgeschlossen; die Blaufarbung der 
Starke kénnte nur dort zu sehen sein, wo sich Jod in den Geweben findet. 

Nach Anstellen einer Empfindlichkeitsprobe wurde aber die von Klein 
und Schneider empfohlene Versuchsanordnung nach Tunmann [36] 
nicht verwendet, sondern wir arbeiteten mit dem Eggenbergerschen [37] 
Reagens, welches sich durch seine besondere Empfindlichkeit auszeichnet. 
Bei sehr geringen Jodmengen ist aber die Starkereaktion nur sehr kurz 
und nicht sehr intensiv. Deshalb wurde ein Deckglaschen mit der ,,Starke- 
lésung“ beschickt und dieses unter gleichzeitiger Beobachtung durch das 
Mikroskop auf einen bereits am Objekttriger montierten Gefrierschnitt 
einer Schilddriise gelegt. Weder bei Durchlicht- noch bei Auflichtbeobach- 
tung konnte eine Verfarbung festgestellt werden. 


D. Die Methode nach Gersh und Stieglitz 


Die Untersuchungen von Stieglitz [25] und Gersh und Stieg- 
litz [25] kénnen wir mangels Apparaten (Freezing dehydration apparatus 
nach Altmann) und Chemikalien (Palladium-II-chlorid) nicht wieder- 
holen. Das ganze Verfahren und die Durchfiihrung des Versuches erscheinen 
exakt. Doch meinen beide Verfasser in der Zusammenfassung der Arbeit 
selbst, da® sich durch diese Methode Jod nicht mit Sicherheit’ darstellen 
laBt. Die gréRte Schwierigkeit sehen sie in der Beweglichkeit der Jodionen. 

Uberdies diirfte das Palladiumchlorid — als Schwermetallsalz — ein 
ahnliches Verhalten wie die Silbersalze aufweisen und so zu werten sein. 
Natiirlich kann diese Meinung — und das soll festgestellt sein — keine 
Kritik, sondern héchstens nur eine Anregung darstellen. 


3. Eigene Versuche 


Nachdem in der einschlagigen Literatur keine weiteren Verfahren mehr 
zu finden waren, wurden nun eigene Versuche angestellt. Dabei gelangten 
wohl bekannte, aber histologisch noch nicht verwertete Reaktionen zur An- 
wendung. 

Versetzt man ein Jodsalz mit Jodsaure in schwefelsaurer Liésung, dann 
wird elementares Jod ausgeschieden. Chemisch liegt folgender Reaktions- 
ablauf zugrunde: 


5KJ-+HJO, +H,SO, — 3 J, +5KHSO, +H,0. 


Das dabei frei werdende Jod bedingt die Braunfarbung der Lésung. Es 
war nun naheliegend, diese Reaktion an histologischen Schnitten anzu- 
wenden. Zum Vorversuche dienten mannliche Frésche, denen Kaliumjodid 
sowohl in den dorsalen Lymphsack injiziert als auch zum Badewasser 
Protoplasma, Bd. XLI/4. 31 
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zugesetzt worden war. Danach wurden die Frésche einige Tage lang ohne 
Jodgaben gehalien und taglich des 6fteren in reinem Wasser gebadet. Die 
weiffe Bauchhaut wurde mit Jodsaéure gepinselt. Nach kurzer Zeit zeigte 
sich eine gelbbraune Verfiirbung der bepinselten Stellen. Nun wurden die 
Tiere durch Dekapitieren getétet, die Haut am Gefriermikrotom geschnitten. 
Es gelangten solche Partien zur Betrachtung, die in vivo bereits mit Jod- 
saure behandelt wurden, ferner solche, die nicht mit Jodsaure bestrichen 
waren. Von den letzteren wurden einige auf Objekitragern in Jodsaure 
eingeschlossen. Mikroskopisch findet man bei durchfallendem Licht sowohl 
bei solchen, die in vivo, als auch bei jenen Hautstiickchen, die erst als Schnitt 
mit Jodsaiure behandelt wurden, eine zarie, allgemeine Braunfarbung. 
Bei Auflichtbetrachtung kénnte man meinen, dal} diese Braunfarbung etwas 
deutlicher sei. 

Der Unterschied zwischen dem deutlichen makroskopischen und dem 
etwas blasseren mikroskopischen Farbungsausfall diirfte durch die Schnitt- 
dicke bedingt sein. Das Jod farbt in diesen geringen Mengen natiirlich das 
Gewebe nicht sehr intensiv an, was sich besonders bei den diinnen Schnitten 
bemerkbar macht. Der Ausfall dieses an mit Jod angespeicherten Tieren 
ausgefiihrten Versuches lie kaum einen Erfolg an Schilddriisen erwarten. 
Nach einigen negativen Versuchen an Schilddriisenschnitten wurde dieses 
Verfahren zum Nachweis von Jod in Schilddriisensubstanzen als ungeeig- 
net ausgeschieden. 

Ein neues Prinzip des Jodnachweises in vitro wenden Endres und 
Kaufmann [38] an. Die Oxydation des Hydroxylamin mit Jod verliuft 
eindeutig nach dem Schema: 


NH, +2 J, +H,O ~HNO,+4HJ. 


Die gebildete salpetrige Saure reagiert mit Sulfanilséure viel schneller als 
mit dem noch unzersetzten Hydroxylamin zu NO, bzw. NO. Die ent- 
standene Diazoverbindung wird mit a-Naphthylamin gekuppelt und der 
entstandene Azofarbstoff (zur quantitativen Auswertung) kolorimetriert. 
Die Azofarbe ist auch bei geringer Jodkonzentration noch sehr intensiv, 
was diese fiir eine histochemische Reaktion sehr geeignet machen wiirde. 

Bei meinen Versuchen mit Schilddriisenschnitten gelang es aber nie- 
mals, diese Reakiion im Gewebe zum Ablauf zu bringen. Auch dann nicht, 
wenn die Schnitte vorher der Oxydation durch Chlordimpfe und Ozon 
unterzogen wurden. 

Nun wurde in Anlehnung an Wimmer [39] (zit. nach Steiner [40]) 
versucht, die organischen, jodhaltigen Substanzen aufzuschlieRen. Dazu 
wurden Schilddriisenschnitte auf dem Objektirager mit Kaliumbichromat- 
Schwefelsdure versetzt. Nach gelindem Erwarmen wird ein Deckglas mit 
einem nach unten hangenden Tropfen Siarkelésung aufgelegt und bei 
Durch- und Auflicht das Praparat durchmustert. Positive Resultate konn- 
ten nicht erzielt werden. 

Der negative Ausfall dieser Reaktion kénnte auf einer durch die 
Schwefelsdiure verursachten Verzuckerung der Starke beruhen; wenn dies 
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der Fall ist, kann die Jodstarkereaktion nicht ablaufen. Deshalb wurde 
an Stelle des nassen Aufschlusses mittels Bichromat-Schwefelsiaure die 
Verkohlung im Muffelofen versucht. Bei sorgfaltiger Bearbeitung bleibt 
ein histotopographisch noch gut verwertbares Aschebild zuriick. Auch die 
Jodsubstanzen miiften erhalten bleiben. 

Nachdem Thyreoideaschnitte im Muffelofen verkohlt worden waren, 
wurden die Aschenreste auf das sorgfialtigste sowohl mit dem Eggen- 
bergerschen Reagens als auch mit ammoniakalischer Silberlésung ein- 
gedeckt. Auch hier blieben mehrmalige Versuche ohne Erfolg. Hinzu- 
zufiigen ware noch, daft die Reaktion auf Chlor mittels Silbernitrats beim 
Aschebild noch gut anspricht. Die gebildeten Niederschlage lésen sich auf 
Zugabe von Ammoniak. 


SchluSbetrachtung 


Gerade die letzten Versuche mit Jodstarke dringen immer mehr zu der 
Annahme, dafi die Schilddriise keine oder nur in so geringer Menge freie 
J-Ionen enthalt, dai der Nachweis mit den iiblichen Mitteln nicht gelingen 
kann. Auch die quantitativ-analytischen Untersuchungen der Chemiker, 
die zugleich auch das an Eiweiff gebundene Jod erfassen, sprechen dafiir. 
Dadurch schwindet vollig die Méglichkeit, das Jod histochemisch zu be- 
stimmen. Fellenberg [16] stellte den Jodgehalt einer kropfigen (relativ 
jodreichen) Kaninchenschilddriise mit 48,1 y fest. Das Driisengewicht betrug 
6,74 g. Nimmt man an, daf Volumen gleich Gewicht sei, so entspricht dies 
theoretisch einem Wiirfel von 1,86 mm Kanienlange. Dieser gedachte Wiirfel 
liefe sich nun in 186 10 u dicke Schnitte zerlegen. Angenommen, die Jod- 
ionen seien gleichmafig verteilt, dann miifte ein Schnitt etwa 0,258 y ent- 
halten. Dieses ware dann’ noch auf einer Flache von 34,59mm? verteilt. 
Die theoretische Erfassungsgrenze fiir Jod mittels der Starkereaktion — 
als empfindlichsten Indikator — betragt 0,17 y, praktisch aber liegt sie bei 
etwa 0,30y. Dabei ist aber die Jodsubstanz auf einen Mikrotropfen ein- 
geengt. 

Aus dieser Uberlegung allein und aus der Summe aller negativen Ver- 
suche muff gefolgert werden: 

1. Die Farbbarkeit des Schilddriisenkolloids durch histologische: Farb- 
stoffe kann durch den Jodgehalt direkt nicht beeinflu&t werden. Es er- 
scheint unvorstellbar, da diese kleinen Mengen, auf die nicht einmal die 
empfindlichsten chemischen Indikatoren ansprechen, die vielfach gréfere 
Farbflotte beeinflufen sollen. Dabei sieht man ganz davon ab, daf durch 
die iibliche histologische Technik vom frischen Organ bis zum farbungs- 
reifen Paraffinschnitt — und solche werden meistens empfohlen — alle 
Jodionen entfernt sein miissen. Sicher diirfte bei Anwendung der Mallory- 
farbung unter besonderen Kautelen eine gewisse Parallele zwischen dem all- 
gemeinen Fiirbungseindruck und dem absoluten Jodgehalt der Driise fest- 
stellbar sein. Dieser Farbungseindruck ist aber im Sinne Eggerts [2] als 
Ausdruck des Funktionszustandes zu werten. Es steht sicher aufer Zwei- 
fel, daB entsprechend dem veranderten Funktionszustand unter Umstanden 
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die analytisch-chemisch bestimmten Jodwerte geandert sein kénnen. Doch 
ist es nicht der Jodgehalt, sondern die physiko-chemische Substratanderung, 
die den unterschiedlichen Farbungsausfall hervorruft. Fiir den ausschlag- 
gebenden Einflu& der Substrataénderung sprechen auch die Farbungsergeb- 
nisse nach Anwendung verschiedener Reagentien, durch die sich willkiirlich 
mannigfache Farbreaktionen hervorrufen lassen. Aber selbst aus den Ta- 
bellen Troells [13] — der die Azanfarbung zur Unterscheidung toxischer 
und atoxischer Strumen herangezogen hat — und den Versuchen Neu- 
weilers [3] geht hervor, dafi mit der dem Funktionszustand entsprechen- 
den Substratanderung der absolute Jodgehalt nicht immer Hand in Hand 
geht. 

Abzulehnen ist es jedoch, in der Malloryfarbung einen Indikator auf 
Jod erblicken zu wollen. Besonders aber den relativen Jodgehalt des 
Kolloids in den einzelnen Follikeln damit zu bestimmen — der durch den 
verschiedenen Ausfall der Farbung in den einzelnen Follikeln selbst stark 
verschieden sein miiffte — ist nach unseren Erfahrungen eine Unméglichkeit. 

2. Die Silbermethode ist als histochemischer Jodnachweis abzulehnen. 
Abgesehen davon, daft dieses Verfahren zufolge der geringen Jodmengen 
in der Schilddriise versagen muf (die Erfassungsgrenze ist bei Silber- 
nitrat 1,7.10-°y), liefert es unrichtige Bilder und tauscht positive Befunde 
vor. Dieser Ausfall ist begriindet in der Ultrastruktur, der Reduktionskraft 
der Gewebe und der mit Silber sich bildenden Eiweiftverbindungen. 
SchlieBlich unterliegt noch das Silbernitrat in wafriger Lésung — ahnlich 
einem ional-dispersen Farbstoff — elektrostatischen Adsorptionen. Diese 
Eigenschaften machen es aber als histochemisches Reagens vermindert 
tauglich. 

Der Nachweis mittels der Starkereaktion versagt infolge der minimalen 
Jodmengen eines Schilddriisenschnittes. Alle anderen Methoden sind zu 
unempfindlich und scheiden aus der Betrachtung aus. 


Literatur 


[1] Isenschmid: Frankf. Z. Path. 5, 205—252 (1910). 

[2] Eggert, B.: Z. wiss. Zool. 145, 399—424 (1934) und Id.: Z. wiss. Zool. 146, 329— 
381 (1955). 

{3] Neuweiler: Zentralbl. f. Path. 36, 145 (1925). 

[4] Bargmann: Lehrbuch der mikroskop. Anatomie 1951 und Id.: Innersekret. 
Driisen I in Méllendorfs Handbuch der mikroskop. Anatomie des Menschen. 
1939. 

[5] Bucher, O.: Z. Zellf. 28, 359—381 (1938). 

[6] Wegelin, C.: in Abderhaldens Handbuch der biol. Arbeitsmeth. VIII, Teil 1/IT. 
Id. und Abbelin: Arch. f. exper. Path. u. Phys. 89, 1921. 

[7] Hewer, E.: J. Pathol. and Bact. 30, 621—625 (1927). 

{8] Da Costa, C.: Comptes Rendus de I’Association des Anatomistes XXXVIe 
Réunion (Lyon, 11.—13. Avril 1949). 

[9] Maximow-Bloom: Textbook of Histologie, 5th Edition, 1948. 

{10] Weil: Virch. Arch. 240 (1923). 

[11] Jones: J. exper. med. 17 (1913). 

















Uber die Farbbarkeit des Schilddriisenkolloids 445 


[12] Hagen, F. v.: Zool. Jb. Anat. 64, 87—130 (1938) und Id.: Zool. Jb, Anat. 62, 
467 (1936). 

[13] Troell: Arch. klin. Chir. 124, 731 (1923) und Id.: Arch. klin. Chir, 146, 754. 

[14] Stein, H. B.: Am. J. Anat. 66, 197—211 (1940). 

[15] Leblond, C. P.: Anat. Rec. 88, 285 (1944). 

{16] Fellenberg: Z. Mikrochemie VII, 242 (1929); Id.: Mitt. aus dem Geb. d. Le- 
bensmittelforsch. Hyg. 17, 235—242 (1926); Id.: Ergeb. Physiol. 25, 176—363 
(1926). 

{17] Klein, Pfeiffer u. Hermann: Biochem. Zeitschr. 225, 344 (1930). 

118] Dougherty, J.: Anat. Rec. 103, 440 (1949). 

|19] Tatum: Proc. soc. exp. biol. and med. 17 (1919). 

[20] Romeis, B.: Taschenbuch d. mikroskop. Tedinik. 

[21] Kylin: Z. phys. Chemie 186, 50 (1930). 

[22] Justus, J.: Virch. Arch. 170, 501 (1902). 

{23] Leschke: Z. f. klin. Med. 81, 14 (1915). 

[24] Jalowy, B., u. Br. Chzanowski: Z. wiss. Mikr. 56, 334 (1939). 

[25] Gersh und Stieglitz: Anat. Rec. 56, 185—193 (1933) und Stieglitz: 
J. Pharm. and exp. Therap. 22, 89—98 (1923). 

[26] Pischinger, A.: Z. mikr. ant. Forsch. 53, 46—64 (1943). 

[27] Zeiger: Physikochem. Grundlagen der hist. Methodik. Leipzig 1938. 

[28] Riesenfeld, Lehrb. d. anorg. Chemie, 2. Aufl. Wien 1939. 

[29} Lipp, W.: Protoplasma XL, 275—297 (1951). 

{30] Lison: Z. Zellforsch. 25, 143—159 (1936). 

[31] Mathes, P.: Miindl. Mitteilung. 

[52] Hintzelmann, U.: Z. wiss. Mikr. 46, 487 (1929). 

j33] Jung: Sitzungsber. der Akademie der Wiss. Wien 129 (1920). 

[34] Klein: Praktikum der Histochemie. Berlin und Wien 1929. 

(55) Schneider: Botanische Mikrotechnik. Jena 1922. 

[56] Tunmann: Pharmakol. Zentralbl. 18, 505 (1907). 

[57] Eggenberger: Handbuch d. inneren Sekret. 3, 807 (1928). 

[38] Endres u. Kaufmann: Z. phys. Chem. 243, 144 (1936). 

[59] Wimmer: Diss. an der phil. Fak. Wien (1928). 

[40] Steiner: Z. Mikrochemie VII, 263 (1929). 


Protoplasma, Bd. XLI/4. 3la 








Polarisationsoptische Chloroplastenuntersuchungen 
an Impatiens parviflora 


Von 
Dietrich Diivel 


(Aus dem Staatsinstitut fiir allgemeine Botanik, Hamburg) 
Mit 7 Textabbildungen 


(Eingelangt am 18. August 1952) 


Untersuchungen im polarisierten Licht spielen bei der Erforschung der 
submikroskopischen Struktur der Chloroplasten eine bedeutende Rolle.. 

Die optische Anisotropie der Chloroplasten wurde zuerst von Scarth 
(1924) erkannt und spiater von E. Kiister (1933), F. Weber (1933) und 
W. Menke (1934) bestatigt. In erster Linie dienten dabei Mougeotia, 
Closterium, Spirogyra und Anthoceros als Untersuchungsobjekte. Daneben 
wurde aber auch die Doppelbrechung von Chloroplasten héherer Pflanzen 
beobachtet, so besonders von F. Weber (1937) bei Bellis perennis. 

Die Doppelbrechung der Chloroplasten lift sich durch die optische 
Anisotropie der Lipoide (Weber 1933) und durch die Lamellenstruktur 
der Chloroplasten (Kiister 1933, Menke 1935) hinreichend erkliren. 
Menke (1935) zeigte an Closterium das Vorhandensein von Eigen- und 
Schichtendoppelbrechung. Die letztere setzt im Chloroplasten einen ahn- 
lichen Aufbau voraus, wie er im Wienerschen Schichtenmischkérper vor- 
liegt. Die Wienersche Theorie fiir den idealen Schichtkérper besagt, daf in 
Richtung der Schichtnormalen optische Isotropie, in allen anderen Richtun- 
gen aber Anisotropie vorliegt. Aus den Formeln fiir die Hauptbrechungs- 
exponenten eines idealen Schichtkérpers folgt, daff der Charakter der 
Schichtdoppelbrechung negativ sein muff (H. Ambronn und A. Frey 
1926). 

Die vorliegenden Untersuchungen hatten die Aufgabe, das Verhalten 
der Chloroplasten einer héheren Landpflanze im polarisierten Licht zu be- 
obachten sowie vor allem den objektiven Nachweis ihrer Doppelbrechung 
zu erbringen. 

Fiir Beobachtungen und Aufnahmen wurden folgende Polarisations- 
mikroskope verwendet: Leitz-Polarisations-Forschungsmikroskop Sy und 
Olimmersionsobjektiv 100 X, Zeif-Polarisationsmikroskop und Apochro- 
mat 90. Die Lichtquellen waren eine Zeift-Niedervoltlampe 30 W oder die 
groRe Beleuchtungseinrichtung von Zeilf. 








D. Diivel: Chloroplastenuntersuchungen an Impatiens parviflora 447 


Von mehreren Exemplaren von Impatiens parviflora, die 48 bis 72 Stun- 
den im Dunkeln gestanden hatten, um die Chloroplasten weitgehend starke- 
frei zu machen, wurden Flachenschnitte von der Blattunterseite untersucht. 

Bei lebenden Schnitten in 0,1 molarer Glucoselésung ergab sich folgendes 
Bild: 

Die Chloroplasien, die in Flachenansicht in den Zellen lagen, erschienen 
zwischen gekreuzten Polarisatoren dunkel. Vereinzelte Chloroplasten in 
Profilstellung zeigten schwache Aufhellung. Die Polarisations- und die 
Eigenfarbe zusammen ergaben hellgriine Farbténe. Gestért wurde das Bild 
durch das Vorhandensein von Raphiden aus Calciumoxalat. Diese in ver- 
diinnter Salzsaure léslichen, dem tetragonalen oder in der bestandigeren 
Form dem monoklinen System angehérenden Kristalle (KohIlschiitter 
1930, zitiert bei Remy 1940) waren an sich nicht schwer zu identifizieren. 
Lagen sie jedoch in unteren Zellschichten, so konnten sie zu Stérungen An- 
laf geben. Auch die Doppelbrechung der Zellwande war sehr hinderlich. 
Bei Chloroplasten, die in Profilstellung der Zellwand anlagen, war es daher 
oft nicht méglich, genauere Aussagen zu machen. Um nun médglichst viele 
Chleroplasten in Profilstellung untersuchen zu kénnen, zum anderen aber 
auch die stérenden Einfliisse der Zellwand weitgehend auszuschalten, wurde 
folgendes Verfahren angewendet: 

Zur Erreichung der Grenzplasmolyse bei den Mesophyllzellen von Im- 
patiens parviflora war eine 0,25 bis 0,30 molare Rohrzuckerlésung ermittelt 
worden. Als hypertonische Infiltrierfliissigkeit wurde daher eine 0,3 bis 0,35 
molare Rohrzuckerlésung verwendet. Der Protoplast der Zelle hob sich 
dann allméhlich von der Zellwand ab und nahm die immer im Plasma 
liegenden Plastiden mit, wobei diese manchmal in die Seitenlage gekippt 
wurden. Ein vorher in Flachenansicht sichtbarer Chloroplast konnte unter 
dem Mikroskop mittels Durchsaugens der hypertonischen Lésung auf diese 
Weise unter Umstanden in Profilstellung gebracht werden. Somit war auch 
die Messung von Durchmesser und Dicke an demselben Chloroplasten még- 
lich. Bei der Beobachtung zwischen gekreuzien Polarisatoren konnie man 
dann bei diesen so gedrehten Plastiden eine schwache Aufhellung wahr- 
nehmen. 

Abb. 1 zeigt eine lebende Mesophyllzelle bei parallelen, Abb. 2 bei ge- 
kreuzten Polarisatoren. Da auf Abb. 2 alle Choroplasten der Zelle mit ihrer 
groéRten Ausdehnung mehr oder weniger senkrecht zur Mikroskopachse 
stehen, ist keine Aufhellung sichtbar. Abb. 3 zeigt dieselbe Zelle im plas- 
molysierten Zustand zwischen gekreuzten Polarisatoren. Zwei in Profil- 
stellung liegende Chloroplasten leuchten auf, der dritte steht in Aus- 
léschungsrichtung und erscheint daher dunkel. 

Zur Feststellung des Charakters der Doppelbrechung diente als Kom- 
pensator ein Gipsplattchen Rot I. Ordnung. Ohne dies war die Polarisa- 
tionsfarbe, die durch die Eigenfarbe wesentlich beeinflu&t wurde, griin bis 
hellgriin. Nach. Einschieben des Gipsplattchens erschien der Chloroplast in 
der Additionslage purpurfarbig bis blau. In der Subtraktionslage war es 
sehr schwierig, die Farbainderung einwandfrei zu erkennen. Sie neigte zum 
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Abb. 1. Eine Mesophyllzelle vom Impatiens parvi- 
flora zwischen parallelen Polarisatoren. Halb- 
schematisch. 





Abb. 2. Mesophylizelle 


Polarisatoren. 


zwischen gekreuzien 
Halbschematisch. 





Abb. 3. Plasmolysierte Mesophyllzelle zwischen 
gekreuzten Polarisatoren. Halbschematisch. 


orangefarbenen Ton, doch 
war meistens kaum eine 
Farbabweichung zu bemer- 
ken. 

Aus der deutlicher er- 
kennbaren Additionsfarbe 
folgte, dafi die langsamere 
Lichtwelle in der gréRten 
Ausdehnung des Chloropla- 
sten schwingt. Die schnellere 
Welle schwingt senkrecht 
dazu, d. h. in der Richtung 
der kleinsten Ausdehnung. 
Abb. 4 zeigt diese Verhalt- 
nisse schematisch. Chl stellt 
einen Chloroplasten dar, der 
mit seiner gréRten Ausdeh- 
nung senkrecht zur Zeichen- 
ebene steht. E ist die Ein- 
schieberichtung des Gips- 
plattchens, 1 die Schwin- 
gungsrichtung der  lang- 
sameren Welle des Kompen- 
sators. In dieser Stellung 
erscheint die steigende Farbe. 

Da die Richtung der 
kleinsten Ausdehnung des 
Chloroplasten zusammen- 
fallt mit der Richtung der 
optischen Achse, muff die 
schnellere Welle mit dem 
kleineren Brechungsindex 
der auberordentliche Strahl 
sein. Die Welle mit dem 
groReren Brechungsindex ist 
der ordentliche Strahl. Abb. 3 
zeigt die Lage der Index- 
ellipse im Chloroplasten in 
Seitenlage. A ist hier die 
Richtung der _ optischen 
Achse, n, der Brechungs- 
index des auferordentlichen, 
n,, der Brechungsindex des 
ordentlichen Strahles. 

Die Chloroplasten des 
Mesophylls von Impatiens 
parviflora sind also negativ 


doppelbrechend. 
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Die Starke der Doppelbrechung wurde wie folgt ermittelt: Beim Ein- 
schieben des Kompensators erschien bei den Chloroplasten in Additionslage 


ein violetter bis blauer Farbton. Hier- 
aus lieR sich mit Hilfe der Michel- 
Lévyschen Skala die Differenz der 
Gangunterschiede ermitteln. Diese 
Skala gilt fiir Kérper, die die New- 
tonschen Interferenzfarben zeigen. 

Das Rot I. Ordnung hat einen 
Gangunterschied von 551 mu, dem am 
haufigsten bemerkten Farbton ent- 
sprach ungefahr ein Gangunterschied 
von 560myu. Die Differenz betrigt 
9 mu. Die wirksame Dicke des Chloro- 
plasten in der Profilstellung war 5 wu. 
Aus der Formel 


T= d(n: — no) 


ergab sich die Starke der Doppelbre- 
chung. Hierin ist [ der Gangunter- 
schied, d die wirksame Schichtdicke, 
n, der Brechungsindex des aufer- 
ordentlichen, n, der des ordentlichen 
Strahles. Fiir die untersuchten Chloro- 
plasten betrug die Starke der Dop- 
pelbrechung demnach 


A = —0,0018. 


Hierbei ist zu beriicksichtigen, dali die 
Farbtonanderung nur subjektiv fest- 
gestellt wurde, die Angabe der Starke 
der Doppelbrechung also gewissen 
Schwankungen unterliegt. 

Neben Schnitten wurde auch die 
abgeldéste Epidermis im Polarisations- 
mikroskop beobachtet. Die Verwen- 
dung der Epidermis als Objekt brachte 
einige Vorteile mit sich. Im allgemei- 
nen fehlten in der Epidermis die Ra- 
phiden. Wichtiger noch war das Vor- 
handensein von nur einer Zellschicht, 
so konnten Zellwande aus den un- 
teren Schichten gar nicht stéren. Einen 





Chi. 


Abb. 4. Schema eines Chloroplasten 
beim Einschieben eines Kompen- 
sators. Die Bildkanten entsprechen 
den Schwingungsrichtungen der 
Polarisatoren. 





Abb. 5. Lage der Indexellipse im 
Chloroplasten. Schematisch. 


Nachteil dagegen bildete das haufig geringere Ausmaf der in der Epidermis 
vorkommenden Chloroplasten. Doch konnte bei groffen Chloroplasten, deren 
optische Achse genau senkrecht zur Mikroskopachse stand, bei denen die 
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Doppelbrechung also theoretisch das Maximum erreichte, eine Aufhellung 
zwischen gekreuzten Polarisatoren wahrgenommen werden. 

An mit zweiprozentiger OsO,-Lésung fixiertem Material war es miég- 
lich, die Doppelbrechung der Epidermischloroplasten photographisch fest- 
zuhalten. Abb. 6 stellt einen Epidermisausschnitt bei parallelen Polarisa- 
toren dar. Abb. 7 zeigt dasselbe Objekt bei gekreuzten Polarisatoren. Die 
Aufhellung ist bei den in Profilstellung stehenden Chloroplasten deutlich 
zu erkennen. Die in Flachenansicht liegenden dagegen blieben dunkel. 
AuRerdem bemerkt man das Aufleuchten der in Aufhellungsrichtung ver- 
laufenden Abschnitte der antiklinen Epidermiszellwiande. 





2 2% i) = 
Abb. 6. Epidermiszellen von Impatiens parviflora zwischen parallelen Polarisatoren. 
Belichtungszeit: 10 sec. 


Diese Beobachtungen zeigen, daft auch die Chloroplasten dieser héheren 
Pflanze doppelbrechend sind und dem Charakter der Doppelbrechung 
nach einen Schichtenaufbau ahnlich dem Wienerschen Mischkérper be- 
sitzen kénnten. Die Beschrankung des lamellaren Aufbaues auf Grana und 
intergranulare Bezirke lief sich auf diese Weise bisher noch nicht nach- 
weisen. Es wire dazu notwendig, klar festzustellen, ob die Grana allein 
doppelbrechend sind. Auch wenn die Doppelbrechung der einzelnen Grana 
stark genug ware, so kénnte ihre Vielzahl und Lage leicht eine Aufhellung 
des gesamten Chloroplasten vortauschen. 


Zusammenfassung 


Es gelang, die Doppelbrechung der Chloroplasten einer héheren Pflanze 
(Impatiens parviflora) photographisch festzulegen. Der Charakter der Dop- 
pelbrechung dieser Chloroplasten ist negativ. Die Starke ihrer Doppel- 
brechung ist ungefahr 0,0018. 
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Lignin ist mit der Cellulose des Holzes vergesellschaftet (etwa 19 bis 30% des 
Holzes); als bésonders ligninreich ist die (gealterte) cellulosefreie Mittellamelle be- 
kannt. Nach Bailey und Kerr enthalten auch primare und sekundiare Zellwande 
Lignin. Auf Grund der Kinetik der Bisulfitreaktion diirfte Lignin lokal mit den 
auReren Ketten der Cellulosefasern verkniipft sein. Solche Querverbindungen wur- 
den z. B. auch von Mukherjee und Woods bei Jute gefunden. 


Schwierigkeiten bei der Molekulargewichtsbestimmung sowie der Konstitutions- 
aufklirung liegen darin, daf es bis jetzt praktisch nicht méglich ist, Lignin in un- 
veradnderter nativer Form rein darzustellen. Die Mittel, die Cellulose oder Lignin 
aus dem Zellverband herauslésen, diirften es wahrscheinlich mehr oder minder 
stark verandern, so daf keine Gewahr gegeben ist, daf z. B. das Siurelignin, 
Cuproxamlignin oder das Alkalilignin ohne Verainderungen aus dem ge- 
nuinen Lignin, besonders unter Erhaltung von strukturellen Feinheiten gewinn- 
bar ist. 

Ohne hier auf die bisherigen Ergebnisse der Ligninforschung naher eingehen 
zu wollen, sei an dieser Stelle an die besondere Bedeutung der UV-Absorptions- 
spektroskopie (neuerdings auch UR-Messungen) bei der Konstitutionsermittlung 
des Lignins erinnert. Leider sind direkte UV-Untersuchungen des genuinen Lignins 
im Verbande mit der kaum absorbierenden Cellulose [1] offenbar noch nicht durch- 
gefiihrt worden (vgl. K. H. Meyer [2)). 

Besonderes technisches Interesse besitzt der Sulfitaufschlu&, bei dem durch Bi- 
sulfitlauge unter Druck Lignin als Lignosulfonsiure in Lésung geht. 

In der Ablauge finden sich verschiedene Lignosulfonsduren, die nicht einheitlich 
sind, sondern ein Gemisch verschiedener Sulfonierungsstufen darstellen. Auch die 
Art der Bindung der schwefligen Saéure an das Lignin und der Mechanismus des 
‘Aufléseprozesses sind noch nicht restlos geklart. Eine von uns vorgenommene 
laufende UV-Untersuchung einer technischen Sulfitkochung (Abb. 1) la&t keinerlei 
Aussagen zu. 


Wedekind [3] teilt die Lignine verschiedener Laub- und Nadelhélzer 
auf Grund ihres Kohlenstoff- und Methoxylgehaltes in zwei Gruppen, und 
zwar in den Fichtentypus und in den Buchentypus.. 
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Nach Freudenberg [4] sind die als Baustoffe des Fichtenlignins die- 
nenden Ejinheiten als Derivate des 3,4-Dioxyphenylpropans — etwa Kern- 
typus des Guajacyl- bzw. des Coniferylalkohols — anzusprechen. Buchen- 
lignin enthalt auRerdem einen symmetrischen Dimethylather, ein Grund- 
geriist, wie es in der Syringasdure vorliegt. 
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Abb. 1. UV-Absorptionskurven der Kocherfliissigkeit zu verschiedenen Zeiten des 

Sulfitaufschlusses von Fichte. Kurve 0: Reine, technische Calciumbisulfitlésung 

(SOc = 3.46%, CaO = 0,93%); Kurve 1—14: Einige der 14 untersuchten Proben, die 

stiindlich dem Kocher entnommen wurden. Zeitpunkt der Probenentnahme sowie 

herrschender SO2-Gehalt ist aus dem rechts unten eingefiigten Kocherdiagramm zu 

entnehmen; Kurve 15: Lage des Absorptionsmaximums von reinem SO2 in Wasser 
nach Ley und Kénig [13]. 


Es ware zu erwarten, da® sich die Sulfitablaugen von Fichte und Buche merkbar im 
UV-Absorptionsspektrum unterscheiden, ahnlich wie Oguri [4a] vermeint, zwischen , 
Hartholzlignine (3485—3575mm—!) und Weidchholzlignine (3630—3650mm—!) UV- 
maRig unterscheiden zu kénnen. Die in Abb. 2a beobachtete Differenzierung ist 
gering und liegt in einer anderen als der erwarteten Richtung, so daf wir diese 
Frage erst nach einer entsprechend breiten Reihenuntersuchung als beantwortbar 
halten méchten [4b]. Gewisse physikalische Unterschiede sind ja unter anderem 
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bekannt, so z. B. die Schaumbildung in Buchensulfitablaugen [5]. Das Spektrum 
entspricht erwartungsgeméf weitgehend dem Ligninsulfonat nach Freuden- 
berg [6] bzw. dem sulfitierten nativen Holmbergschen Lignin nach Kratz] [7]. 
Zwei Maxima des Coniferylalkoholsulfonats [6] scheinen im Spektrum wieder auf 
(Abb. 2b). 

Einen experimeniellen Beitrag zu den skizzierten Problemen sowie zu 
der immer noch gelegentlich aufgeworfenen Frage, ob das genuine Lignin 
aromatischer Natur ist, glauben wir durch die Untersuchung der Cambial- 
siifte einiger Hélzer — die auch allgemeines botanisches Interesse bean- 
spruchen kénnen — zu liefern. 
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Abb. 2a. Absorptionsdiagramm einer Fichten- und Buchensulfitablauge. Kurve 1: 
Buche, 2: Fichte. 


UV-spektroskopische Untersuchung der Cambialsafte 


Das Cambium als ein zwischen Xylem und Phloém liegender Gewebs- 
streifen mit meristematischer Eigenschaft — welches durch fortgesetzte 
Teilung grofe Mengen an Zellen produziert — sowie diese Zuwachszone mit 
leistungsfahigen Leitungsbahnen miissen offenbar reich an Stoffen sein, die 
die Zellen aufbauen. So wird nach Kiesel und Jatzina ein Teil der 
Zucker und der diastatischen Umwandlungsprodukte der Starke — ge- 
wissermaBen monomere Bausteine der Cellulose und Hemicellulose — in 
‘ den lebenden Zellen des Cambiums teils in die osmotisch unwirksame Cellu- 
lose umgewandelt, teils als Reservestoff gespeichert. Ahnliches darf wohl fiir 
die Bildung der Pektine, fiir diese und die anderen Wandsubstanzen der 
Mittelschicht, ferner fiir die Kutinstoffe sowie der iibrigen Kittmaierialien 
erwartet werden, wenngleich nicht iibersehen werden darf, da die End- 
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produkte, wie z. B. Cellulose, erst durch einen offenbar enzymatischen Pro- 
zeft [8] in der Zelle gebildet werden und gerade die Ligninifizierung iiber- 
haupt erst relativ spat — zum Teil postmortal — einsetzt. Andererseits ist 
schon lange bekannt, daft Stoffe, die groRe Ahnlichkeit hinsichtlich der UV- 
Absorption mit geléstem Lignin aufweisen oder als den Spalistiicken ver- 
wandt gelten miissen, in Form ihrer Glucoside im Cambialsaft anzutreffen 
sind. Auf Grund dieses Vorkommens hat schon Klason [9] im Coniferyl- 
aldehyd den Stoff gesehen, aus dem die Pflanze das Lignin aufbaut. Aller- 
dings sprechen Beobachtungen der Zellteilung und vor allem des Zellwachs- 
tums eher dafiir, daf{ wiahrend des 
Wachstums und Alierns sich eine 











exnk | 2 

Umwandlung des Pektins 5 (Poly- get aD Methazy! il 
galacturonsaureester) in Lignin voll- Mim Liter | {4 
zieht (F. Ehrlich). 

Wie immer auch die Bildung des_ , 
Lignins vor sich geht, scheint doch 
eine UV-Untersuchung der Cambial- 
sifte uns interessant, da wir hier % 
aromatischen Verbindungen begeg- = 
nen, die den Ligninbausteinen nahe- 
stehen und wir iiberdies eine ,.physi- = ,Lé é ' 
kalische“ Analysenmethode in der ee ee ee 


Hand haben, die keinerlei Eingriffe Abb. 2b. Absorptionskurven von: 
in das Molekiil bzw. in das Sub- Kurve 1: Ligninsulfonat nach Freu- 
stanzgemisch bedingt und selbst 4¢=berg u. Heimberger [6]; 2: Li- 


s eae sie 2. gnosulfosdure (sulfitiertes Nativlignin) 
die Méglichkeit cee: Veriinderung nach Kratzl u. Keller[7] (Extink- 
bei der Gewinnung (Luftoxydation tionshthe willkiirlich _eingezeichnet!); 


u. dgl.) weitgehend ausgeschaltet 3: Coniferylalkoholsulfonat nach F reu- 
werden kann. denberg u. Heimberger [6]. 


Die Aufnahmelésungen wurden durch vorsichtiges Auspressen der Cambial- 
gewebe — ieils unter Stickstoff — und geeigneter Verdiinnung mit eisgekiihltem 
luftfreiem Wasser bereitet. Die so erhaltenen Lésungen wurden im Eisschrank zu- 
erst durch ein Selecta-Filter Nr. 1107, anschliefend zur vélligen Klérung durch ein 
Selecia-Kieselgurfilter Nr. 287 (der Fa. Schleicher & Schiill, Dassel) filtriert, 
worauf die Absorptionskurve sofort teils mit einem Beckman-Quarz-Spektralphoto- 
meter, teils nach der photographischen Methode nach Scheibe bzw. Halban, 
Kortiim und Szigetti aufgenommen wurde. Die Konzentrationsbestimmung 
erfolgte in Form einer Riickstandsbestimmung. 


Wir untersuchten zunichst die Cambialsafte von Fichte (Picea abies), 
Rotbuche (Fagus silvatica), Flieder (Syringa vulgaris), Spitzahorn (Acer 
platanoides) und Ginkgo (Ginkgo biloba) (Abb. 3). Fichtencambialsaft ist 
im Spektrum (e’ ist bezogen auf Gramm Trockensubstanz in 100cm*) prak- 
tisch identisch mit Coniferin, vermessen von Hillmer und Schor- 
ning [10] (Abb. 4, Kurve 1), wahrend die Absorption des Fliedercambial- 
saftes (wie das Extrakt aus Fliederrinde) von uns als das Spektrum des 
Syringins gedeutet wird. Als Vergleich kénnen wir hier die Absorption von 
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4-Hydroxy-3,5Dimethoxypropenylbenzol nach Pearl [11] 


E. Treiber, W. Lang und M. Floriantschitsch 


heranziehen 


(Abb. 4, Kurve 2). Ahorncambialsaft zeigt — obwohl Ahornholz bei der 
Oxydation mit Nitrobenzol gegen 32% Syringaaldehyd neben nur 3,4% 
Vanillin ergibt [12] (Fichtenholz gibt in gleicher Weise oxydiert 27% Va- 


t’ as + ©"9/100 cem 


nillin und 10% Phenolcar- 
bonsduren vom Vanillin- 
siuretypus) — nicht diesen 
reinen, deutlichen ,,Syringin- 
typ”. Auch die Diskussion 
des Spektrums von Buchen- 
und Ginkgo-Cambialsaft 
(anscheinend Coniferintyp) 
ist nicht so einfach; entwe- 
der handelt es sich um ge- 
mischte Typen, wie das Bu- 
chenlignin selbst, oder es 


] sind andere chromophore 

247i Stoffe noch zugegen, die die 

Pe 4 Absorption (im Sinne einer 

Superposition) beeinflussen. 

Vielleicht werden weitere 

Untersuchungen noch Auf- 
5 schlu8 geben. 

Im Falle des Fichtencam- 

bialsafts kann das Spek- 

trum bequem 
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analytisch 

ausgewertet werden. « — 
a der spezielle Extinktions- 
koeffizient beim Maximum 
— fiir 100%iges Coniferin 
ergibt sich aus Abb. 4 und 
der Beziehung 
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Abb. 3. UV-Absorpiion frischer Cambialsifte 
(gewonnen im Friihsommer aus dem Cambium, 
teils unter Stickstoff). Kurve 1: Fichte (Picea 
abies); 1a: wie oben, aufgenommen in 2-n- é 
Schwefelsiure; 2: Flieder (Syringa vulgaris); 
2a: Fliederrindenextrakt; 3: Rotbuche (Fagus 
silvatica); 4: Spitzahorn (Acer platanoides); 
5: Ginkgo (Ginkgo biloba). 
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(e ist der molare, dekadi- 
sche Absorptionskoeffizient; 
M =378,34 bzw. 342,34) zu 
~ 530. Wir messen im vor- 
liegenden Fall beim Maximum (Abb. 3) ein log <’ von 1,45 bzw. ein ¢ von 
28,2, das sind 5,3,%. Mithin besteht die Trockensubstanz aus 5,3,% Coni- 
ferin bzw., nachdem der Cambialsaft 9,75 Massenprozente Trockensubstanz 
enthielt, betragt der Coniferingehalt des Cambialsaftes ~ 0,52%. 

Die Versuche werden zu einem geeigneteren Zeitpunki an einem breite- 
ren Material wiederholt und fortgesetzt werden. 
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Rasche Vakuolen-Kontraktion in Cerinthe-Bliitenzellen 


Von 
Griseldis Kenda und Friedl Weber 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 
Mit 6 Textabbildungen 


(Eingelangt am 2. September 1952) 


In erwachsenen Pflanzenzellen nimmi die mit ,,Zellsaft“ erfiillte zen- 
trale Vakuole den gréRten Raum der Zelle in Anspruch; der zwischen ihr 
und der Zellmembran gelegene wandstindige Protoplasmaschlauch ist blok 
ein schmaler Saum. Der Zellphysiologe ist gew6hnt, eine Verkleinerung der 
Vakuole mittels Plasmolyse zu erzielen, wobei durch das hypertonische Plas- 
molytikum dem Zellsaft Wasser entzogen und die Vakuole dadurch zur Ver- 
kleinerung gebracht wird. Weber (1926: 73) hat darauf hingewiesen, daft 
es mancherlei Arten ,,falscher® Plasmolysen gibt, so z. B. wenn ,,unter 
Volumzunahme des Protoplasmas dieses der Vakuole Wasser entzieht und 
sie zur Verkleinerung bringt, was trotz Isotonie der Aufenlésung Plasmo- 
lyse vortauschen kann (Fruchtfleisch von Ligustrum-Beeren)*. Kiister hat 
diesem Vorgang zuerst 1927 ein eingehendes Studium gewidmet und ihm 
die treffende Bezeichnung ,,Vakuolenkontraktion“ gegeben. Obwohl diese 
Erscheinung seitdem wiederholt untersucht worden ist (Bank 1935, 
Henner 1934, Hartmair 1937, Keil 1930, Kunze 1931, Kiister 1937, 
1938, 1939, 1940, 1942, 1949, Weber 1930, 1929), so konnte doch fiir die 
Mechanik des Prozesses, d.h. fiir die Krafte, die ihn veranlassen, keine all- 
gemein befriedigende Erklarung gefunden werden. Eine besondere Rolle 
bei der Deutung spielt die Kontraktion des gallertigen ,,Zelisaftes* der 
Boraginaceen, die zuerst von Gicklhorn und Weber (1926) beschrieben, 
spater besonders eingehend von Hofmeister (1940) studiert wurde. 
Weber hat die Kontraktion der Zellsaftgallerte 1934 als Synarese ge- 
deutet. Kiister stand dieser Deutung zunichst ablehnend gegeniiber, hat 
sich ihr dann aber auf Grund seiner Beobachtungen iiber Vakuolenkontrak- 
tion in gegerbten Zellen (1949) genihert. 

este Zellsifte* wurden in den Zellen verschiedener Boraginaceen 
nachgewiesen (Hofmeister 1940), Cerinthe scheint daraufhin bisher nicht 
untersucht worden zu sein. Gerade bei Cerinthe major, und zwar in den 
Epidermiszellen der purpurroten Zone der Blumenkrone, lieBen sich an dem 
Phanomen der Vakuolenkontraktion neue Beobachtungen machen. Die 
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Pflanze eignet sich zu den Versuchen wegen ihrer besonders langen. Bliite- 
zeit (Juni bis Oktober) sehr gut. 

Mit einer Pinzette lassen sich Streifen der Korollenepidermis leicht 
abziehen, sie werden trocken (um das Ejinrollen zu vermeiden) auf den 


| 








Abb. 1. Anthozyanrote Epidermiszellen der Blumenkrone von Cerinthe major. 
Vakuolenkontraktion auf Zusatz von 1/1 normaler Schwefelsadure. 


Objekttrager gebracht, mit dem Deckglas bedeckt, vom Rande her */,, nor- 
male Schwefelsaéure zugesetzt und sofort beobachtet. Im Moment, wo die 
Sadure an die Zellen herantritt, bietet sich ein iiberraschender Anblick dar. 
Mit einem Ruck, mit blitzartiger Geschwindigkeit, erfolgt die Kontraktion 
der anthozyanroten Vakuolen, der Vorgang nimmt kaum linger als eine 
Sekunde in Anspruch. Die Kontraktion erreicht dabei einen hohen Grad, 
die kontrahierte Vakuole bewahrt bei der Verkleinerung ihre urspriing- 


liche Gestalt (Abb. 1). 
32* 
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Uber die Geschwindigkeit der Vakuolenkontraktion liegen schon An- 
gaben in der Literatur vor. Weber (1934: 6) berichtet, daf in den Epi- 
dermiszellen der Bliitenkrone von Martensia sibirica die Vakuolenkontrak- 
tion ,rapid“ eintreten kann, genauere Angaben iiber die Geschwindigkeit 
wurden aber nicht gemacht. Kiister (1938) spricht davon, da bei Hyacin- 
thus die Vakuolenkontraktion ,,auferordentlich schnell“ vor sich geht. ,,Es 
macht keine Schwierigkeit, unmittelbar nach Anfertigung der Schnitte die 
Kontraktion der farbigen Vakuolen zu verfolgen, schon bei mittlerer Ver- 
gréBRerung kann man die fortschreitende Verkiirzung des Zellsaft-Meniskus 
ohne Anwendung von Mikrometerskalen unmittelbar wahrnehmen. Nach 








Abb. 2. Cerinthe major-Epidermiszellen. Nach Auslésung der aktiven Vakuolen- 

kontraktion durch Schwefelsiure wurde Ammoniak zugesetzt, dieses dringt von 

links nach rechts in das Praparat ein, wobei eine Wiederausdehnung der Vakuole 
erfolgt. 


einigen Minuten ist ein Gleichgewichtszustand erreicht, in dem keine wei- 
tere Volumenabnahme erfolgt oder diese nur noch sehr langsam fort- 
schreitet.” Die Geschwindigkeit, mit der unter dem Einflu& der Saure in 
den Cerinthe-Zellen die Vakuolenkontraktion ablauft, ist demnach sicher- 
lich um einige hundertmal gréfer. Schon bei Beobachtung mit schwacher 
Vergréferung ist man iiber das blitzschnelle Zusammenschnurren der rot 
gefarbten Vakuole in allen von der Saure erreichten Zellen auferst iiber- 
rascht. 

Es handelt sich dabei sicherlich um einen pra- oder postmortalen Vor- 
gang, der aber trotzdem Interesse verdient. Die Raschheit, mit der er ab- 
lauft, die an die Kontraktion eines Muskels erinnert, schlieBt es aus, daf 
Wasserentzug durch aufquellendes Cytoplasma die Veranlassung dieser 
Zuckung sein kénnte.1 Auch Kiister (1949) faBt die Vakuolenkontraktion 


* Auch bei der Vakuolenkontraktion der Diatomeen (Cholnoky und Héfler 
1950) ist nicht Wasserentzug durch das Cytoplasma die Ursache. 
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mit Aluminiumsulfat ,,gegerbter“ Allium-Protoplaste als Synarese auf und 
nicht als Folge von Wasserentzug durch das Protoplasma. Ein solcher 
kommt bei Cerinthe auch deshalb nicht in Frage, weil das Cytoplasma 
dabei keineswegs aufquillt. Entweder wird es von dem sich kontrahieren- 
den Zellsaft mitgerissen oder es bleibt wandstandig. Im letzteren Falle ist 
der Raum, der die kontrahierte Vakuole umgibt und vom wandstindigen 
Cytoplasmaschlauch trennt, zuniichst farblos, alsbald beginnt aber das kon- 
trahierte dunkelrote Zellsaftgel Anthozyan abzugeben und die Fliissigkeit, 
die das Gel umgibt, farbt sich lichtrot. Eine 
Wiederausdehnung der verkleinerten Vakuole er- 
folgt, wenn die Zelle in der Si&ure verbleibt, 


nicht. 









2 b 


Abb. 4. Cerinthe major- 
Epidermiszelle der Blu- 
menkrone. a) Plasmoly- 
siert in Brenner-Lésung. 
b) Hierauf Zusatz von 
Schwefelsiure (‘/1 nor- 
5 mal). Vakuole hat sich 
Abb. 3. Cerinthe major-Epidermiszelle der Blumen- weiter aktiv kontrahiert 
krone. a) Vor der Plasmolyse: Vakuole erfiilli.den (duhkelrot, in der Zeich- 
groéRten Teil der Zelle. b) In 1 mol NaCl plasmolysiert: nung schwarz). Proto- 
Rote Vakuole schwarz, Protoplasma punktiert. c)Mpie® plasma (punktiert) be- 
selbe Zelle in */io normale Schwefelsdure iibertragen. . ginnt sich abzurunden. 
Vakuole weiter aktiv kontrahiert. Beginnende De- * “Kontrahierte Vakuole 
plasmolyse des absterbenden Protoplasmas: Der Raum~ gibt allmahlich Antho- 
zwischen Vakuole (schwarz) und Protopfasma (punk-, zyan an das ausgeprefte 
tiert) farbt sich rosa. : Serum ab. 
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Die rapide Kontraktion der Cerinthe-Vakuole auf Siutezusatz geht also 
jedenfalls nicht passiv unter Wasserentzug von auffen her vor sich. Die 
Vakuole kann andererseits aber auch vital passiv durch Plasmolyse ver- 
kleinert werden. Plasmolysiert man die Zellen etwa in Brenner-Lésung 
oder in 1 molarer NaCl-Liésung, so erfolgt eine entsprechende Verkleine- 
rung des Protoplasten und damit auch der purpurroten Vakuole. Es fragte 
sich, ob bei diesem osmotischen Wasserentzug die Vakuole die Fahigkeit 
verliert, bei Sadurezusatz sich weiter aktiv zu kontrahieren. Dies ist bei 
schwicheren Graden der Plasmolyse nicht der Fall: Wird das Plasmolyti- 


kum abgesaugt und durch */,, normale Schwefelsdure ersetzt, so erfolgt eine 
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Abb. 5. Cerinthe major-Epidermis- 
zelle der Blumenkrone. a) Zuerst 
Plasmolyse in 30%igem Glycerin. 
Vakuole passiv stark verkleinert. 
b) Ubertragung in */1 normale 
Schwefelsiure. Keine weitere (ak- 
tive) Kontraktion der Vakuole. 
Beginnende Deplasmolyse. 
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weitere ruckartige Koniraktion der Vakuole (Abb. 3, 4).2. Nur wenn die 
Plasmolyse einen sehr hohen Grad erreicht hat (etwa in 30% igem Glycerin) 
und dadurch die Vakuole schon osmotisch auf das Minimum verkleinert war, 


kann Séurezusatz keine weitere Kon- 
traktion und damit Verkleinerung be- 
wirken (Abb.5). Man kann daher durch 
Variierung des osmotischen Wertes des 
Plasmolytikums einen Grad der Plas- 
molyse erreichen, bei dem die osmoti- 
sche Wasserabgabe vollkommen der ent- 
spricht, die bei der aktiven Wasseraus- 
pressung infolge der Saurekontraktion 
vor sich geht, und umgekehrt kénnte 
damit die Menge des Gelwassers er- 
mittelt werden, die bei der blitzartigen 
Kontraktion abgegeben wird. 

Die so extrem rasche Verkleinerung 
der Vakuolen der Epidermiszellen 
der Bliite von Cerinthe laft erneut die 
Frage aktuell werden, wie eine der- 


Abb. 6. Cerinthe major. Epidermis der Bliitenkrone. a) Frisch abgezogener Epi- 
dermis-Streifen, vom linken Rande her beginnt Schwefelsiure vorzudringen. 
b) Dasselbe Praparat 10 Sekunden spiter. So weit die Schwefelsiure eingedrungen 


ist, hat sich Vakuolenkontraktion eingestellt. 


artige muskelahnliche Kontraktion zustande kommen kann. Die Synirese 
von Gallerten, mit der Weber (1935) die Kontraktion des festen Zellsaftes 
von Boraginaceen-Zellen verglichen hat, geht in der Regel relativ langsam 


? Auch nach Vorbehandlung mit Alkohol, wobei sich durch Wasserentzug leichte 


passive Kontraktion einstellt, erfolgt bei Zusatz von Schwefelsdure eine weitere 
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vonstatten. Nun ist aber in letzter Zeit eine ,,.muskelahnliche Kontraktion 
von Netzwerken polyvalenter Fadenmolekiilionen“ durch Arbeiten von 
Kuhn (1951) bekannt geworden, die fiir das hier beschriebene Phanomen 
der raschen Vakuolenkontraktion aufschlufreich zu sein scheint.2 Kuhn 
hat Formanderung von Fadenmolekiilen in Liésung durch Anderung der 
elektrischen Aufladung erzielt. Er hat ferner an Netzwerken aus kiinst- 
lichen Fasern, welche aus polyvalenten Fadenmolekiilen bestehen, bei An- 
derung des elektrolytischen Ladungszustandes (auf Zusatz von Séuren und 
Alkalien) reversible Kontraktionen und Dilatationen hervorrufen kénnen. 

Dafiir, daB es sich bei der raschen Kontraktion des Cerinthe-Zellsaftes 
um ein ahnliches Phanomen handelt, wiirde es sprechen, wenn der durch 
Saurezusatz ausgeléste Vorgang der Vakuolenkontraktion durch Alkali- 
zusatz riickgaingig zu machen ware. Es wurde daher zu den Epidermis- 
praparaten, in deren Zellen durch Saéurezusatz Vakuolenkontraktion ver- 
anlaft worden war, Ammoniak (10%) oder verdiinnte KOH zugesetzt. In 
dem Moment, wo die Lauge das rot gefiarbte kontrahierte Gel erreicht, was 
sich durch Farbenumschlag in Blau zu erkennen gibt, findet eine plétzliche 
Ausdehnung des Gels statt und der ,,Zellsaft erfiillt wieder den urspriing- 
lichen Vakuolenraum (Abb. 2). Wird das Ammoniakwasser rasch abgesaugt 
und neuerlich Saure zugesetzt, so kann man eine zweite Vakuolenkontrak- 
tion erzielen; im giinstigsten Falle lief sich ,Systole“ und ,,Diastole“ der 
Vakuole drei- bis viermal an ein und derselben Zelle wiederholen. Die Kon- 
traktion der Vakuole ist nicht etwa eine spezifische Wirkung der Schwefel- 
saure, sie erfolgt auch auf Zusatz anderer Sauren (Salzsdure, Salpetersaure, 
Pikrinsaure, Zitronensaure) am besten bei py, 1. 

Die Reversibilitat der Kontraktion und Dehnung auf Zusatz von Saure 
bzw. Lauge erhéht die Analogie mit den Modellversuchen von Kul n (1954), 
wobei durch zu einem Netzwerk vereinigte Fadenmolekiile von Polyacryl- 
siure kontraktile Systeme erzielt wurden, welche auf Anderung des I[oni- 
sationszustandes der im Netzwerk eingebauten ionisierbaren Gruppen mit 
Dehnungen und Kontraktionen reagieren.® 

Es erhebt sich natiirlich die Frage, welche Art von Fadenmolekiilen im 
Cerinthe-Zellsaft vorkommen kénnte. Hofmeister (1940: 177) hat ein- 
gehende Uberlegungen iiber den Chemismus der Boraginaceen-Zellsafte an- 


aktive Kontraktion. 20%ige Kupfersulfatlésung ruft rasche aktive Kontraktion 
der Vakuole hervor. Vorbehandlung mit 10%igem Aluminiumsulfat 168t keine oder 
nur ganz geringe Kontraktion aus, verhindert aber rasche Vakuolenkontraktion bei 
nachiriglicher Ubertragung in Schwefelsaure nicht. 

3 Fiir Literaturhinweise sind wir Herrn Dozent Dr. Porod (Institut fiir theo- 
retische und physikalische Chemie) sehr dankbar. 

“ Kiister (1959) hat durch Behandlung mit alkalischen Mitteln (Sodalésung, 
Ammoniakdimpfe, Koffein) die Anthozyanophoren (kontrahierten Vakuolen) von 
Pulmonaria ,,zur Beseitigung“ gebracht. Es diirfte sich dabei um eine Dilatation 
gehandelt haben. 

5 Es sei darauf hingewiesen, daf Hofmeister (1940: 173) bei Behandlung der 
Vakuole von Symphytum mit konzentrierter Salpetersdure ein eigenartiges zartes 
Netzwerk“ auftreten sah, das vom kontrahierten Zellsaft iibrig blieb. 
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gestellt und iiber den Bestandieil, der fiir die Gelierung des Zellsaftes ver- 
antwortlich sein kénnte. Orientierende mikrochemische Reaktionen auf 
Eiweifkérper und ~Gerbstoffe, die -fiir die Zellsifte zunichst in Frage 
kommen, fielen negativ aus, ,,.Proben auf Pektinstoffe“ waren positiv. 
Hofmeister kam daher zu der Uberzeugung, daf der ,,Zellsaft von Sym- 
phytum und wohl auch der anderen Boraginoideen Pektinstoffe in iiber- 
wiegender Menge enthalt. Méglicherweise handelt es sich vorwiegend um 
Pektinsaéuren™. 

Es soll auf die Literatur iiber Pektinstoffe hier nicht naher eingegangen 
werden (vgl. z.B. Bonner 1950, Kinzel 1952). Von Bedeutung ist jeden- 
falls ihre makromolekulare Natur, ihr Aufbau aus Kettenmolekiilen, ihre 
Neigung zur Gallertbildung und Synirese bei p, 3 bzw. py unter 3. 

Es liegt also die Annahme nahe, daft Pektinstoffe (Pektinsdiuren) fiir die 
rasche Vakuolenkontraktion unter Auspressung von Wasser und Wahrung 
der Form (Syniirese) maftgebend sind. _Welche Rolle dabei das Anthozyan 
des Zellsaftes spielt, ist nicht geklart. Es ist jedenfalls auffallend, daf nur 
die Zellen der durch Anthozyan purpur gefarbten Zone der Korolle die 
starke und rasche Vakuolenkontraktion zeigen, die Zellen der durch den Besitz 
von Chromoplasten gelb gefarbten, anthozyanfreien Bliitenpartien aber nicht. 

Der rote Cerinthe-Zellsaft ist auch noch durch den Besitz anderer Sub- 
stanzen ausgezeichnet. Behandelt man die Cerinthe-Korollen-Epidermis mit 
saurer Silbernitratlésung (Giroud-Reagens zum Nachweis von Ascorbin- 
saure), so werden die Zellen geschwarzt. Man kann dabei, wie meist bei 
Pflanzenzellen, nicht mit Sicherheit sagen, ob die reduzierende Substanz im 
Zellsaft oder im Cytoplasma den Sitz hat. Wird aber der ,,Zellsaft“ zu- 
nichst durch Schwefelsdure zur Kontraktion gebracht, die Schwefelsaiure 
ausgewaschen und das Giroudsche Reagens dann zugesetzt, so laRt sich 
eindeutig feststellen, daf{ sich nur das kontrahierte Zellsaft-Gel schwirzt, 
nicht aber das Cytoplasma; die reduzierende Substanz ist also an das Gel 
gebunden. 

Orientierende Beobachtungen an den Bliiten anderer Boraginaceen 
lieBen erkennen, da auch bei anderen Arten durch Saurezusatz Vakuolen- 
kontraktion zu erzielen ist, diese aber in der Regel viel langsamer vor sich 
geht. In der Geschwindigkeit der Kontraktion der Vakuolen von Cerinthe 
major im wesentlichen entsprechend ist die Zellsaftkontraktion in den 
Zellen der Bliiten von Cerinthe minor, und zwar auch wieder nur in den 
anthozyangefarbten Zonen; diese stellen bei Cerinthe minor nur kleine 
Flecken dar, und schon aus diesem Grunde eignet sich die Bliite von 
C. minor weniger zum Studium der ,,muskelahnlichen“ Zellsaftkontraktion 
als die von Cerinthe major.® 


6 Sollte die hiemit fiir Cerinthe gegebene Deutung der Mechanik der Vakuolen- 
kontraktion sich als richtig erweisen, so wiirde die Frage entstehen, ob diese Er- 
klarung nur fiir Zellsaéfte gilt, die gallertartig werden kénnen (Boraginaceen, 
Hyacinthus), oder auch fiir solche, die bei der Kontraktion der Vakuole ihren fliis- 
sigen Charakter beibehalten (Ligustrum, Allium und viele andere). Es sei daran 
erinnert, daB Schmidt (1939) die Kontrakticn der Vakuole von Amoeba durch 
Verkiirzung der ihre Oberfliche tangierenden Polypeptidmolekel erkliaren will. 
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Die seit Lippmaa (1926) bekannten roten, gelartigen Anthozyano- 
phoren von Erythraea, an denen Weber (1937, 1939) Doppelbrechung 
nachgewiesen hat, ahneln stark den kontrahierten Zellsaftkérpern der 
Boraginaceen. Hofmeister (1940: 82) hat daher auf die Mdglichkeit 
hingewiesen, daf diese normalerweise in den Bliitenblatt-Epidermiszellen 
vorkommenden Gebilde ,,spontan“ kontrahierte Vakuolen sein kénnten. Wir 
haben versucht, die Gestalt dieser Anthozyanophoren zu beeinflussen. Auf 
Zusatz von 7/,, normaler Schwefelsaure erfolgt keine weitere Kontraktion, 
auf Zusatz von Ammoniak oder KOH tritt unter Blaufairbung momentane 
Ausdehnung der Anthozyanophoren ein, wobei es sich nicht entscheiden 
laRt, ob es sich um Dilatation oder Lésung handelt. Bei neuerlichem Zusatz 
von Schwefelsiure kommt es jedenfalls zu keiner erneuten Kontraktion, es 
fallt vielmehr im Zellsaftraum ein kriimeliger, rot gefirbier Nieder- 
schlag aus. 

Zusammenfassung 


Die Vakuolen der Epidermiszellen der rot gefarbten Zone der Bliiten- 
krone von Cerinthe major kontrahieren sich auf Zusatz von Sauren (py, 1) 
blitzartig; auf Zusatz von Alkalien dehnen sich die Vakuolen wieder rasch 
aus. Dieses Phinomen wird verglichen mit ,muskelahnlichen“ Kontrak- 
tionen und Dilatationen, die Kuhn an. kiinstlichen Netzwerken aus poly- 
valenten Fadenmolekiilen erzielt hat, wenn ihre Ionisation durch Zusatz 
von Saéuren und Alkalien verandert wird. Es wird vermutet, daft Pektin- 
stoffe (Pektinsdéuren), die nach Hofmeister einen wesentlichen Bestand- 
teil des Zellsaftes der Boraginaceen darstellen, fiir den Vorgang der 
raschen Kontraktion der Vakuolen yerantwortlich sind. 
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Zytomorphologische Beobachtungen an Chaetomorpha 


Von 


Ernst Kiister, GieBen 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 21. Juni 1952) 


Wahrend der letzten Jahre sind im Botanischen Institut GieRen die 
fadigen Thalli von Chaetomorpha aerea wiederholt und nach verschiedenen 
Gesichtspunkten untersucht worden '; die Gréfe der Zellen, ihr Reichtum an 
Protoplasma und das hohe Maff von Widerstandsfahigkeit, mit dem sie nicht 
nur den Transport von der Nordsee nach dem Binnenland-Laboratorium, 
sondern in diesem auch ungiinstige Lebensbedingungen viele Monate lang 
ertragen, ermutigen zur Untersuchung ihres Zellinhaltes und seiner vitalen 
Veranderungen; die Widerstandsfahigkeit der Chaetomorpha-Zellen ist 
andererseits nicht grof{ genug, um bei der Entwicklung der kultivierten 
Exemplare pathologisches Zellgeschehen auszuschlieRen; gerade von diesen 
wird auf den folgenden Seiten wiederholt zu sprechen sein. 

Uber Physik und Morphologie des Protoplasmas von Chaetomorpha hat 
H6éfler (1932) bereits einige Beobachtungen verdéffentlicht (Neapeler Ma- 
terial*?); Hartmann (1929 — Material von Teneriffa und Mallorca) macht 
Miiteilung iiber ihre Zellenkerne. In den nachfolgenden Mitteilungen wird 
hauptsachlich vom Inhalt der Zellen und den Erscheinungen ihres Wachs- 
tums und ihrer Teilung die Rede sein. 

Von der Regel, nach welcher plastidenhaltige Pflanzenzellen in allen 
ihren Teilen gleichermafen mit Plastiden ausgestattet sind, kennen wir eine 
Reihe von Ausnahmen: Bei grofen Zellen lassen sich solche eher erwarten 
als bei kleinen — sei es, da lokal einwirkende aufere Faktoren irgend- 
welchen Anteilen des Plastidenbesitzes abweichende Eigenschaften auf- 
nétigen, sei es, da innere Bedingungen die Teile einer Zelle und ihre Pla- 





1 Material stand mir in den letzten Jahren wiederholt mit den Senduagen der 
Biologischen Anstalt Helgoland (z. Z. in List auf Sylt) zur Verfiigung; der Leitung 
der Anstalt danke ich herzlich fiir ihre Bemiihungen. 

2 Meine Beobachtungen an plasmolysierten Chaetomorpha-Zellen stimmen im 
wesentlichen mit den von Héfler mitgeteilten iiberein; sie weichen von diesen nur 
insofern ab, als ich in dem durch Verdunstung langsam seine Konzentration stei- 
gernden Meerwasser die Protoplasten sich zu glatten Kugeln formen sah, die von 
einer festen Bindung des Protoplasmas an die Wand nichts erkennen liefen. 


KS 








468 E. Kiister 


stiden verschieden beeinflussen. In vielen Fallen sind diese Unterschiede 
insofern vornehmlich quantitativer Natur, als z. B. an den Wachstumsstellen 
der durch lokales Wachstum sich vergréfRernden Zellen geférderte Vermeh- 
rung der Plastiden erfolgt, in anderen Fallen diese zuriickbleibt, die Pla- 
stideneinteilung aufgehalten oder vdllig 
eingestellt wird (vgl. Kiister 1951, 753). 
Seltener ist der Unterschied qualitativer 
Art..Ein auffallendes Beispiel. liefern die 
Thalli der Chaetomorpha. Diese haften 
an Steinen, lassen sich aber von ihrer 
Unterlage leicht ablésen, so daf die Rhi- 
zoide sichtbar gemacht werden kénnen. 
Wie aus der alten Kiitzingschen Ab- 
bildung (vgl. z. B. Oltmanns 1922) be- 
kannt ist, kénnen die am Substrat sich 
festklammernden Zellen _ betrachtliche 
Seer a? Lange erreichen, wenn die untersten Zel- 
Abb. 1. Rhizoidenpetschaft von len des Fadens absterben und von der 
Chaetomor pha aerea. letzten iiber ihnen liegenden lebenden 
durchwachsen werden; der Vorgang 
ahnelt dem fiir Cladophora bekannten*; die Zahl der leeren, spater durch- 
wachsenen Zellen kann man nach der Lange der Rhizoidzelle leicht ab- 
schatzen und an den Spuren der 
ehemaligen Querwande zuverlas- 
sig abzaihlen; an meinem Material 
betrug sie 4—6, zuweilen mehr. 
Die durchwachsende Zelle erfiillt 
das Lumen der toten oder ab- 
sterbenden zunachst vdllig; spi- 
ter wird ihre Breite: oftmals ge- 
ringer, so daf der verfiigbare 
zylindrische Raum nicht villig 
ausgenutzt wird, und wenn die 
vorwartswachsende Zelle ihre 
Hiille verlaft, entwickelt sie sich 
auf dem Substrat zu einem pet- 
schaftahnlichen, dem Steine mit 
breiter Flache sich anlegenden 
Gebilde und verzweigt sich regel- 
los (vgl. auch Rosenvinge 1892); Abb. 2: Verzweigtes Karotinrhizoid. _ 
tel ‘Adib’? Nahe tack aon Tell die Die karotinhaltigen Anteile sind durch 
ses Petschaftes dargestellt. Neben Packtneans. esate; pemartt. 
solchen Rhizoidformen finden sich reich verzweigte (Abb. 2), die sich von 


5 So absonderliche Formen, wie sie an Cladophora dann zustande kommen 
kénnen, wenn kleine oder grofe wechselnd geformte Anteile der durchwachsenen 
Zellen erhalten bleiben (vgl. Schorr 1938), sind mir bei Chaetomorpha nur wenige 
Male begegnet. 
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demselben Steinsubstrat ablésen lassen; vielleicht entscheiden irgendwelche 
Unterschiede in der Beschaffenheit des in Anspruch genommenen Substrates 
iiber die Ausbildung und Gestaltung der Rhizoide. Teilungen treten auch 
in den verzweigten Rhizoiden, die im Gegensatz zu den anderen reich an 
Plastiden sind, im allgemeinen nicht auf. Abb. 2, mit welcher ich die von den 
Autoren gegebenen Abbildungen erginzen darf, soll eine Vorstellung von 
der verzweigten Form geben. Nicht nur die basalen Enden, sondern alle 
Zellen jedes Fadens kénnen nach dem Tode ihrer Nachbarschaft an den 
basalen Polen zu Rhizoiden auswachsen; die wachsende Spitze verjiingt sich 
allmahlich oder unvermittelt zu der geringen Rhizoidbreite (Abb. 3). 
Bemerkenswert ist die Meta- 
morphose der Plastiden, die 
sich in den Spitzen der ver- 
zweigten Rhizoide vollzieht; 
diese Spitzen enthalten keine 
Chloroplasten mehr, sondern eine 
satt dottergelb gefarbte kérnige 
Karotinmasse (vgl. Abb. 2); diese 
auffallende Fiillung kann iiber 
die Seitenzweige hinaus in das 
unverzweigte Stiick des Rhizoids, 
ja sogar noch in den Raum der 
durchwachsenen Zellen reichen; 
in anderen Fallen bleibt eine 
Metamorphose aus, und die Rhi- 
zoide sind in ihrer ganzen Linge, 
die bis 1000 u erreichen kann, in 








: : : _ Abb. 3. Zwei- und vierzellige keimling- 
— pgs gg . ~~ iy artige Kérper; bei 3a ist noch ein Rest des 
plasten getiillt. Verzweigte karo- i. “ijherlebende .Zelle eines Fadens um- 


tinfarbene Rhizoide finden sich hiillendén Membranrestes sichtbar. 
auf demselben Substratstiick ne- 

ben rein griinen, verzweigte unmittelbar neben den biirsten- oder petscha ft- 
ahnlichen, die Abb. 1 veranschaulicht. 

Durch ihre Karotinfiillung und den farbigen Unterschied der apikalen 
und basalen Halfte werden die beschriebenen Rhizoide von Chaetomorpha 
zu Gebilden besonderer Art; mir ist aus dem Bereich der Algen bisher kein 
vergleichbarer Fall bekannt geworden, so dafi. ich dem vorliegenden Objekt 
noch einige Worte widmen darf. 

Uber den Pigment-, auch den Karotingehalt der Chaetomorpha-Zelien 
hat Smith (1951) einige Angaben zusammengestellt. Den Karotinreichtum 
der griinen Chaetomorpha-Zellen sichtbar zu machen, gelingt mit dem 
Molischschen Reagens (1923); ich verwendete 


96% igen Alkohol. . 50g 
Ct ro 
eee oe See 


und fand nach mehrtagiger Einwirkung in allen Zellen grofen Reichtum 
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an grofen und kleinen Karotinkristallen, die zwischen gekreuzten Nikols 
sich gut bemerkbar machten; sie liegen einzeln oder zu Biindeln vereinigt; 
das tote Protoplasma der Zellen fallt durch diffuse braungelbe Farbung 
auf — ob auch diese auf Karotin oder karotinahnliche Verbindungen zu- 
riickzufiihren sein mag, bleibt fraglich *. 


Es gelingt zwar im allgemeinen, die Rhizoide von ihrem Substrat ab- 
zulésen; indessen kommt es der Untersuchung zustatten, daf gelegentlich 
Fadentriimmer in kiinstlichen Kulturen ohne Steinbesiedlung Rhizoide bil- 
den, die dann intakt leicht unter das Mikroskop gebracht werden kénnen. 
Auch sie sind auferordentlich plasmareich, mit Plastiden reichlich aus- 
gestattet, verzweigt und an den Spitzen oftmals ockergelb; man sieht in 
ihnen zuweilen sogar deutlich umrissene gelbe Plastiden, so daff diesen 
gegeniiber von Chromoplasten gesprochen werden darf; die Klarheit des 
Umrisses sowie die Gleichmafigkeit der Form, wie sie z. B. den Chromo- 
plasten der Chara zukommen, fehlt ihnen allerdings. — Karotin macht sich 
bei vielen Griinalgen in Form grofer oder kleiner Hamatochromtropfen 
bemerkbar; solche habe ich in den karotingelben Rhizoidspitzen der Chaeto- 
morpha nicht beobachtet. Ebensowenig sind mir bei dieser jemals rost- 
farbene Niederschlage in den Vakuolen aufgefallen, wie sie fiir Des- 
midiaceen bekannit sind (Kopetzky-Rechtperg 1949). 


Die Rhizoide der Algen sind hinsichtlich ihrer plasmatischen Aus- 
siattung und ihrer Zytogenese einander sehr unahnlid; viele sind besonders 
plasmaarme Gebilde und ihre Plastiden oft kaum wahrnehmbar; andere 
sind Trager einer iippigen Plasmaausstattung und reicher Entwicklungs- 
moglichkeiten — ich erinnere an die plasmaspeichernden Rhizoidspitzen der 
Acetabularia, an die Zoosporangien, die im Lumen der Rhizoide von 
Botrydium entstehen, an die Rhizoide von Chara usw.; auf Erdkulturen von 
Botrydium findet man zuweilen Keimlinge, deren kleine Rhizoide voll- 
kommen mit Chloroplasten gefiillt sind, wahrend den Képfen solche bei- 
nahe ganzlich fehlen! Die Rhizoide der Chaetomorpha gehéren zu den 
sioffreichen. Zum Vergleich zog ich die Rhizoide von Cladophora Sonderi 
heran, die eine betrachtliche Lange erreichen; sie bestehen aus vielen Zellen, 
in deren Lumen stets ein geringer Gehalt an Chloroplasten erkennbar ist. 


Mit ihrer an der Zellenspitze beginnenden oder auf sie sich beschrin- 
kenden Plastidenmetamorphose erinnern die Chaetomorpha-Rhizoide an 
manche andere, den Algologen bekannte Erscheinungen. In den Antheridien 
von Vaucheria beginnt, wie Walz (1866) beobachiet hat, die Reduktion der 
Plastiden an der Spitze. Unsere Objekte erinnern ferner an Geitlers 
Beobachtungen (1943), der an den Enden langgestreckter Zellen einiger 
Protophyten lokale Karotinbildung findet (Spirotaenia condensata, Dacty- 
loccopsis linearis); der Genannte nimmt an, dafi die lokale Karotinbildung 


* Zum Vergleich zog ich Cladophora Sonderi heran, das mir mit kraftig griin 
gefairbtem Material zur Verfiigung stand. Nach Behandlung mit Molisch’ Re- 
agens werden in allen Zellen Karotinkristalle sichtbar — freilid) scar viel spir- 
licher als bei Chaetomorpha. 








Zytomorphologische Beobachtungen an Chaetomorpha 471 


der Ausdruck einer physiologischen Benachieiligung der Zellenenden sei; 
nur an diesen waren also die Bedingungen verwirklicht, die zu besonders 
reichlicher Karotinbildung fiihren. Vielleicht darf man bei der Erklarung 
dieser physiologischen Unterschiede und des Verhaltens der Zellenspitzen 
an das zwischen Volumen und Oberflache der Protoplasten bestehende Ver- 
haltnis denken, das an den Enden langgestreckter Zellen sich zuungunsten 
des Volumens verschiebt. 


Die Zellen der Chaetomor pha-Faden betatigen in den Kulturen Wachstum 
in zwei verschiedenen Formen: assimilierend darf diejenige genannt wer- 
den, bei welcher die Volumenzunahme der Zellen von reichlicher Ver- 
mehrung ihres plasmatischen Inhalts begleitet wird; solchhem Wachstum 
folgt regelmaRig Zellenteilung. 

Alle Zellen der Chaetomorpha-Faden (aufter den Rhizoiden, s. 0.) sind 
teilungsfahig. Namentlich an denjenigen Faden, deren Zellen schwach tonnen- 
ahnlich gewolbt sind °, Jat sich unschwer erkennen, dafi die Teilungen in 
sehr vielen Fallen inaéqual sind, und zwar stets in dem Sinne, daf die 
apikale Schwesterzelle die kleinere wird. Das Langenverhialtnis der beiden 
Schwesterzellen sinkt bis auf 1 : 3. 

Die Plasmakonfiguration der Chaetomorpha-Zellen ist der der Clado- 
phora-Zellen ahnlich; der wandstandige Protoplasmabelag umschlieRt einen 
groben Vakuolenschaum, dessen (zwischen zwei Vakuolen liegenden) 
Plasmalamellen mit Plastiden sparlich ausgestattet und dann leicht sicht- 
bar sein kénnen; zumeist aber sind sie plastidenfrei oder sehr plastidenarm 
und dann nur schwerer nachzuweisen. 

An den kultivierten Exemplaren tritt oftmals eine auffallende Ver- 
anderung der Plasmakonfiguration ein, indem sich der Besitz der Zellen an 
lebendigem Inhalt zum grofen Teil zu einer Querwand hin bewegt und hier 
eine Halfte des Lumens oder noch mehr erfiillt, wahrend der andere Teil 
mit Plasma und Plastiden so sparlich ausgestattet wird, daft er hellgriin 
und durchscheinend wird; den Zellsaftraum sieht man wie eine kugelige 
Biase oft sehr deutlich in der Zelle liegen. 

Faden, in deren Zellen sich eine solche Umlagerung des Protoplasmas 
volizogen hat, sind leicht zu erkennen: Die Zellen sind so grof, der Unter- 
schied zwischen ihren dunklen und hellen Anteilen ist so sinnfallig, da die 
Faden schon fiir das unbewaffnete Auge von den normal gebliebenen sich 
deutlich unterscheiden. Die lokale Haufung grofer Anteile des Plasma- 
besitzes einer Zelle bezeichnen wir als Systrophe des Plasmas; solche 


> Anhaltspunkte zur Beurteilung des Alters der bei den letzten Zellenteilungen 
entstandenen Querwiinde geben oftmals die Spuren der Epiphyten (Kisenoxyd- 
hydrat-Rahmen der Cocconeisschalen usw.), die an den alten Anteilen der Wande 
dichter gedrangt zu liegen pflegen als an den spater entstandenen; an toten Chaeto- 
morpha-Faden fiel neben anderen Besiedlern eine nicht naher bestimmte Porphyri- 
dium-Art auf. 
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ist bereits fiir viele vegetabilische Zellen bekannt, unter verschiedenartigen 
Umstianden zu beobachten, hinsichtlich der Mechanik des plasmatischen Ge- 
schehens aber noch naherer Untersuchung bediirftig. 


Die an Chaetomorpha beobachteten Systrophen diirfen wir zumeist 
Konkavsystrophen nennen, da das gehaufte Plasma mit konkaver Flache 
an den Vakuolenraum grenzt; sie werden zuweilen durch Konvex- 
systrophen ersetzt, wie sie ebenfalls von vielen Thallo- und Kormo- 
phytenzellen her langst bekannt sind: Die gehaufte Plasmamasse wilbt 
sich halbkugelig in den groRen Zellsaftraum vor, ja es kénnen sogar breite, 
zungenahnliche Zapfen entstehen, die in jenen Raum vorragen; an solchen 
Systrophen ist die feinschaumige Struktur des gehaiuften Plasmas oder 
wenigstens der oberflachlichen Schichten des Plasmazapfens leicht zu er- 
kennen; vakuolige Veranderung systrophisch geballten Plasmas ist auch von 
den Zellen der héheren Pflanzen her wohlbekannt (vgl. z. B. Kiister 1935). 


Die Systrophen der Chaetomorpha liegen nicht immer am basalen Ende, 
werden aber in der weitaus gréReren Mehrzahl der Fille an diesen ge- 
funden: selbst sehr lange Faden zeigen in samtlichen Zellen ihre Systrophen 
regelmafRig am basalen Pol; Ausnahmen mit apikaler Plasmalagerung fand 
ich selten, haiufiger flankenstandige oder giirtelférmige Systrophen. 


Der pathologische Charakter der beschriebenen Plasmahaufungen ist 
nicht zu bezweifeln; bei frischem Material fand ich die beschriebenen Sy- 
strophen niemals. Es iiberrascht, daf so stark von der normalen abweichende 
Plasmakonfigurationen die Zellen nicht an Teilung hindern:, einzelne von 
ihnen oder lange Serien entwickeln Querwande. Die ungleiche Verteilung 
des Zellinhalts bringt es mit sich, daf die Teilungen auffallend inaqual 
werden — inaqual hinsichtlich des Inhalts: die eine der beiden Schwester- 
zellen ist reich an Inhalt, vakuolenlos oder zellsaftarm, undurchsichtig, — 
die andere ist reich an Zellsaft, plasma- und plastidenarm, durchscheinend. 
Bei der GréRe der Zellen macht sich der Unterschied wiederum schon fiir 
das unbewaffnete Auge bemerkbar; der Wechsel von dunkeln und hellen 
Stellen gibt den Faden dasselbe oder ein ahnliches ,,Panaschierungsbild™, 
wie es fiir die oft diskutierten zentrifugierten und nach der Schleuderung 
zur Zellteilung gelangten Spirogyrafaden langst bekannt ist. 


Wir sprachen vorhin von den gréReninaqualen Teilungen der Chaeto- 
morpha-Zellen. An den Systrophefaden ist der Gréfenunterschied geringer 
als an den normalen oder fehlt ganz: die Querwand — so diirfen wir 
sagen — wird durch die basale einseitige Haiufung des Plasmas basipetal 
verschoben, indessen keineswegs so weit, da das Gréfenverhiltnis der 
beiden Schwesterzellen zugunsten der apikalen sich umgekehrt hatte. Die 
Befunde erinnern an die fiir Cladophora bekannten, deren Zellen sich im 
allgemeinen gréfenadqual teilen; durch experimentelle Verlagerung und 
Hiaufung des Inhalts, wie er durch Schleuderung bewirkt werden kann, laft 
sich aber die Querwand ,,verschieben“; sie wird durch Schleuderung in der 
Richtung der letzteren verlagert (Mottier 1899); Lanz (1939) konnte 
zeigen, daf nach wiederholter Schleuderung die letzte Zentrifugenanwen- 
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dung auf die Richtung der Verschiebung und die Lage der neuen Quer- 
wand makigebend bleibt °. 

Die systrophische Haufung des Protoplasmas hat den Zellen ausgespro- 
chen heteropolen Bau gegeben; trotzdem lat die Ausbildung der Quer- 
wand keine Abweichungen von ihrer normalen Symmetrie erkennen. 

Es ware von Interesse, iiber das weitere Wachstums- und Entwicklungs- 
schicksal der iniqualen Schwesterzellen Naheres ermitteln zu kénnen. Leider 
gaben meine bisherigen Kulturen iiber diese Fragen nur wenig Aufschluf. 
Gibt man ihnen eine allzulange zeitliche Ausdehnung, so werden die Teilun- 
gen selten und zeigen allerhand pathologische Deformationen, die auf einen 
baldigen Stillstand der Wachstums- und Teilungsfahigkeit schlieBen oder 
den Untergang der kultivierten Faden erwarten lassen. In den stoffreichen 
(basalen) Schwesterzellen fallen bei weiteren Teilungen schief orientierte 
Querwiande auf, die stoffarmen (apikalen) sah ich niemals zur Teilung 
komnien; indessen fiel mir zuweilen an ihnen auf, daf ihr sparlicher plasma- 
tischer Inhalt es zu einer neuen Systrophe bringt, indem in der Mitte der 
basalen Querwand eine hemisphiarische Plasmahaufung bescheidenen Um- 
fanges sichtbar wird. Die Erwartung, nach erneuter Teilung der apikalen 
Schwesterzellen es zu einer ahnlichen Verarmung des Plastidenbesitzes, wie 
sie Beyrich 1943 fiir Oedogonium beschrieben hat, oder gar zu Apoplasti- 
die kommen zu sehen, wie Lanz (1939) es fiir die Rhizoidzellen von Rhizo- 
clonium beschrieben hat, blieb zunichst unerfiillt. — 

In denselben Kulturen, deren Thalli assimilierendes Wachstum normaler 
und mit lebendigem Inhalt reichlich erfiillter Zellen zeigen, beobachten wir 
gar nicht selten Wachstumserscheinungen anderer Art, bei welchen Vo- 
lumenzunahme der Zellen und Vermehrung ihres lebendigen Inhaltes nicht 
gleichen Schritt miteinander halten. Ich habe in manchen Jahren und in 
manchen Kulturen Zellen in grofer Zahl gefunden, deren griiner Belag ,,zu 
kurz“ fiir die Zellen und an diesen oben und unten ein farbloser Saum 
sichtbar geworden war — eine Erscheinung, die an Cladophora gewift schon 
vielen Mikroskopikern aufgefallen ist (Kiister 1951, 319). 

Die Rhizoide, von deren Inhaltsfiille vorhin die Rede war, erfahren in 
manchen Fallen durch Streckungswachstum eine starke Verlangerung, bei 
der der Plastidenbesitz stark verarmt. Die Piastiden bilden in Zellen solcher 
Art kein liickenloses Mosaik mehr, sondern liegen isoliert oder in kleinen 
Gruppen, so daf man die Form der einzelnen Plastiden sehr viel besser be- 
urteilen kann als bei Untersuchung der griinerfiillten normalen Zellen — 
oder die Plastiden sind durch das Langenwachstum zu parallel gelagerten 
haarfeinen Strangen ausgezogen worden, wie es von den Rhodoplasten 
der Axialzellen von Ceramium und vielen anderen Objekien bekannt ist. 





® Bei Besprechung ihrer Ergebnisse erinnerte mich die genannte Autorin daran, 
daB® spater durchgefiihrte, noch nicht veréffentlichte Untersuchungen an Cladophora 
es unentschieden bleiben lieRen, ob auffer der (durch Schleuderung bewirkten) 
Protoplasmaverteilung auch Wirkungen der Polaritét der Zellen bei Bestimmung 
der Querwandlage im Spiel sein kénuten. Es wire dringend erwiinscht, diese Unter- 
suchungen zum Abschlu& gebracht zu sehen. 
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Auch die Spitzen solcher chlorophyllarmer Rhizoide sind oftmals ebenso 
karotingelb wie die oben beschriebenen chlorophyllreichen. 

Streckungswachstum unverkennbar pathologischen Charakters habe ich 
in vielen Kulturen der Chaetomorpha beobachtet: einzelne oder in Gruppen 
zusammenliegende Zellen wachsen unregelmafiig zu blasigen oder beuligen 
Formen heran, oft mit Bevorzugung einer Zellenlangsflanke, so daf eine 
Kriimmung oder Knickung des Fadens zustande kommt. An den ausge- 
triebenen Teilen der Zelle ist das Protoplasma vakuolig verindert, die Pla- 
stiden sind voneinander abgeriickt. Ist die Langenzunahme der Zellen an 
gegeniiberliegenden Flanken ungleich stark und ist eine knieférmige De- 
formation zustande gekommen, so kann man oft deutlich wahrnehmen, daft 
die degenerative Veranderung des Protoplasmas auf die konvexe Flanke 
der Zelle sich beschrankt, die Plasmabeschaffenheit der konkaven aber nor- 
mal oder der normalen dhnlich bleibt; lokale Protoplasma-Degeneration, 
die sich auf Langsflanken einer Zelle beschrankt und in dieser Lokalisation 
lange erhalten bleibt, sind bei vielzelligen Gewachsen nicht eben alltiglich. 

Teilungsfahig sind auch die abnorm geformten und degenerativ ver- 
anderten Zellen zuweilen noch; ihre Teilungen zeigen freilich mancherlei 
Anomalien (schiefgerichtete Wande, s. o.). 


Zusammenfassung 


Die plasma- und plastidenreichen Rhizoide der Chaetomorpha sind pet- 
schaftférmig oder locker verzweigt — im zweiten Falle kennzeichnet sie eine 
von den Spitzen her fortschreitende Metamorphose der Plastiden zu 
Chromoplasten. 

Die Zellen der Chaetomor pha teilen sich (in Binnenlandkulturen) zumeist 
inaqual — die apikale Tochterzelle ist kleiner als die basale. Tritt basale 
Systrophe des Plasmas ein, so ist der Gréfenunterschied geringer oder er 
schwindet ganz. Systrophischer Plasmahaufung folgt sehr oft inaiquale 
Teilung (hinsichtlich der plasmatischen Ausstattung); es wechseln plasma- 
und plastidenreiche mit -armen Zellen. 

Degenerative Veranderungen des Zellinhalts kénnen auf eine Zellen- 
langsflanke beschrankt bleiben. 
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Bajer, A., and A. Z. Hrynkiewicz: Notes on the Anaphase Mechanism 
and the Energy of Chromosome Movement. Acta Soc. bot. Poloniae 21, 
Nr. i—2, S. 5—15 (1951). 


Sei Fx die die Chromosomenbewegung verursachende Kraft, s(t) der 
Wechsel der Chromosomenentfernung mit der Zeit, p die Geschwindig- 
keit der Chromosomenbewegung, so fiihren die hier angestellten De- 


duktionen fiir die Energie der Chromosomenbewegung zu dem Ausdruck 
8 max $s max 


E= f F,(s).ds=A f v(s).ds. Aus Experimentalbefunden an Tradescantia 
é 3 


ist trotz gewisser am Objekt haftender technischer Schwierigkeiten der 
Kurvenverlauf berechnet worden. Veranderungen und Unterschiede 
der Bewegungsenergie der Chromosomen kénnen, wie hier dargelegt wird, 
in verschiedener Richtung ausgewertet werden, so zum Auf- 
suchen von Differenzen zwischen den beiden Chromosomengruppen des- 
selben mitotischen Kerns, zur Priifung iibereinstimmenden Verhaltens 
der Chromosomen in verschiedenen Mitosen, zur Untersuchung der Ab- 
hangigkeit der Chromosomenbewegung von der Temperatur und damit 
eventuell zu Riickschliissen auf die Viskositat, wie zum Vergleich der Be- 
wegungsenergie der Chromosomen verschieden alter Zellen. [Es ware zu 
wiinschen, wenn diese Anregungen von verschiedenen Seiten her auf- 
gegriffen wiirden.]| Einwande, welche gegen die Ableitungen etwa aus 
der Non-Newtonschen Natur des Plasmas (Ref. seit 1936 in mancherlei 
Mitteilungen, von denen nur jene in der FU JI1I-Festschrift |Toky6 1937] 
angefiihrt wird) abgeleitet werden kénnten, werden gepriift, aber wegen 
der Gréfenordnung ihres Einflusses vernadhlassigt. 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Chambers, R., and Chien-Yuan Kao: The Effect of Electrolytes on the 
Physical State of the Nerve Axon of the Squid and of Stentor, 
a Protozoon. Expt. Cell Res. 3, 564—573 (1952). 


Zum Unterschied von anderen Plasmaformen wird das Axoplasma 
durch Salze 2wertiger Kationen soloid, durch solche 1wertiger 
geloid verandert. Durch Natriumalizarinsulfonat wird das Plasmasol 
mittels Niederschlagens des Ca-Salzes wieder zum Gel, wobei aber die 
Langsorientierung in ihm nicht wieder restituiert wird. Wenn bereits ge- 
ringe CaCl,-haltige Seewassermengen das Plasma verfliissigen, kénnte an- 
genommen werden, daft in die intakte Faser wenig oder kein Ca permeiert. 
Der in der Literatur erwahnie vergleichbare Befund L. V. Heilbrunns, 
daft bei Stentor die Viskositat durch Ca-Salze herabgesetzt, durch solche 
von Na und K erhdht wird, konnte nicht bestiatigt werden. 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 
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Molé-Bajer, J.: Influence of hydration and dehydration on mitosis I. 
Acta Soc. bot. Poloniae 21, Nr. 1—2, p. 73—94 (1951). 2 


Die Anaphasedauer wird in verdiinnten KNO,-Lésungen (Min. bei 
0.3%) infolge beschleunigter Chromosomenbewegung verkiirzt, in héher 
konzentrierten (Max. bei 0,8%) verzégert; in KNO,-Lésungen nimmt die 
Lichtbrechung von Cytoplasma und Chromosomen ab, und bei héherer 
Konzentration kehren viele Prophasen und Metakinesen zum Ruhestadium 
zuriick. Auch Ca(NO,),-Lésungen verzégern die Anaphasedauer bei 
Konzentrationen von 0,8% und hoéher, aber die Lichtbrechung wird dabei 
verstarkt; in 1,3%igen Lésungen verlaufen Prophasen und Metakinesen 
ebenfalls invers. Die bestaitigte Abhangigkeit der Chromosomen- 
bewegung vom Hydratationsgrade nach Einwirken von K* und C*’ 
wird wie sonst in der Literatur mit Veranderungen der leptonischen Struk- 
tur der Spindel begreiflich gemacht. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Moscona, Aron: Cell Suspensions from Organ Rudiments of Chick 
Embryos. Expt. Cell Res. 3, 535—539 (1952). 


Die Zellen aseptisch verschiedenen Geweben 3 bis 4 Tage alter Hiihnchen- 
embryonen entnommener Fragmente sind mittels Praparaten von Rinder- 
Hyaluronidase und Trypsin und Gebrauch einer Ca- und Mg-freien Salz- 
lésung definierter Zusammensetzung isoliert dargestellt worden und zei- 


gen — was den vitalmikroskopierenden Protoplasmatiker erheblich 
interessieren wird — bei 38° Pseudopodien und lassen sich in vitro weiter- 
kultivieren. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Netter, Hans: Biologische Physikochemie. (Eine Einfiihrung fiir Biologen 


und Mediziner.) -323 Seiten. Potsdam: Akademische Verlagsgesellschaft 
Athenaion, 1951. DM 10.50. 


Das Erscheinen des Buches ist dankbar zu begriiffen, denn es bringt 
eine Fiille von bisher nur verstreut zuginglichem Material in einer sehr 
ansprechenden Darstellung. Die Schwierigkeit des Gegenstandes bedingt, 
dai das Werk gelegentlich schwer zu lesen ist, und mancher wird bei dem 
Versuch, Ableitungen nachzurechnen, noch Lehrbiicher der physikalischen 
Chemie zu Hilfe nehmen miissen. Die Ausfiihrlichkeit, beziiglicherweise 
Konzentriertheit der Darstellung ist jedoch dem Zweck des Buches, ,,die 
wesentlichen Begriffe der physikalischen Chemie der Gedankenwelt des 
Biologen zuganglich zu machen“, gut angepat. Ich glaube, da erst durch 
das Nettersche Buch dem Biologen die Wichtigkeit der physikalisch-che- 
mischen Betrachtungsweise vieler Lebensvorgange einleuchten wird, denn 
immer wieder werden physiologische Beispiele herangezogen und aus- 
gewertet. 

Das Buch behandelt im I. Teil die statischen Grundgesetze iiber Dif- 
fusion, Osmose, Elektrolyttheorie, hochmolekulare Stoffe und Grenzflachen- 
erscheinungen, wahrend im II. Teil die energetischen Probleme abgehan- 
delt werden. Dabei werden die Grundlagen der Thermodynamik mit dem 
Begriff der freien Energie sowie die Reaktionskinetik dargestellt und an 
biologischen Beispielen erlautert. Ein Formelanhang sowie ein sehr um- 
fangreiches Literaturverzeichnis sind auferst niitzlich und erhdhen den 
Wert des Werkes. 

Auf 308 Seiten die Grundlagen der physikalischen Chemie darzustellen 
ist schon schwierig. Wenn der Verf. nun auferdem noch eine groffe An- 
zahl biologischer Beispiele auf diesen Seiten gut unterbringt, so kann man 
das nur als hervorragende Leistung bezeichnen. Wie der Verf. selbst be- 
tont, sind nicht alle Ableitungen von Formeln exakt, jedoch ist es ja nicht 
der Zweck des Buches, physikalische Chemie zu lehren. Es wird sicherlich 
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jeder, der eine nicht abgeleitete Formel ihrem Wert nach (an den vom 
Verf. gebrachten Anwendungen) erkennt, sich in gréferen Werken der 
physikalischen Chemie iiber die ihr zugrunde liegenden Voraussetzungen, 
also ihren Giiltigkeitsbereich orientieren kénnen. Das ist allerdings nicht 
immer einfach, denn die biologischen Anwendungen der physikalischen 

hemie gehiéren wegen der Vielfalt der meist gleichzeitig wirkenden 
Krafte zu den schwierigsten Gebieten dieser Wissenschaft. Um so mehr 
Dank muf man dem Verf. zollen, der es verstanden hat, diese wirklich 
komplizierten Dinge zusammenzutragen und in geschlossener Form einem 
weiten Kreis von Studierenden und Wissenschaftlern zuganglich zu machen. 


Werner Schulze (Rostock). 
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